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^ Hekombinante Allergene aus der Motte Plodla interpunctella 

@ Die Erfindung betrifft rekonibinante Allergens p40 (Ar- 
gininkinasel, p33 tTropomyosrnJ, pB4 CArylphorin) und 
p27 (eine Oxldoreduktase) aus der Dorrobstmotte Plodfa 
Interpunctella, deran Fragmente und abgeleftata rekom- 
binante DNA-MoIekDIe, Vtektoren und Wlrtszallen, die dlo- 
sa rakomblnanten DNA-Molekaie enthalten, sowie dia- 
gnostfache und tharapeutlscha Anwandungen der ba- 
achrlabenan Allergene und Fragmente. 
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Beschreibung 

[0001] Die voigesteUte Erfindung befafit sicb insbesondere mit dem Problem der alleigischen Reaktion auf Invertebra- 
tenproteioe am Beispiel der Alleigie gegen Fhiteine aus der Donx^stmotte Flodia interpuDctella. Sie beschreibt lekom- 
S binante MolekCOe, die voo vier AUezgeoen (fieser Spezies abgelatet sind und ifaie Anwendung ffk Diagnose und Tbera- 
pie voo Allcigicii und die DrtekJioa von ADcigenen in der Umwdt des Mcnschcn. 

HinteigruDd der Eifindung 

10 [0002] Biszu20%derBev«lkenmgdcrIhdustriestaaicnlddcnuntcrlVpIa^ 

junktivitis, bronchialcm Aslbma) (Myamoto ct al., 1992). Bei der Typ I Alleigie bindct das Allergen an IgE- Antikorper 
auf der Oberflache von ]Vfastzellen. Das Ig^ iat an die hochaffinen FceM-Rezeptoien gebunden, die durch die zusatzli- 
che BinduE^ der AUergene quervemetzt werden und damit der Mastzelie signalisieien, biologiscbe Mediatc»en wie zum 
Beispiel Histamin fieizus^zen (Segal et al, 1977). Li den vergangenen Jahren ist gezeigt w<xden, daB Allergeoe meist 

15 wasseddsliche Ptoteine dnd, die in viclen KUen in rdtombinantcr Fonn erzcugt werden konnen (Kraft ct aL, 1999). 
Noch vor wenigen Jahren wuide ausschlieBlich spezicsspezifische AUegiediagnostik betrieben, bei der Gesamlextrakte 
natOrlicher AUeigenquellen, z. B. voo PqUbq oder'neifaaarBxtrakte als Antigen eingesetzt wurxbn. Diese Exlrakte sind 
biocbesniiscb nicht genau definiert. Diandimal fehlen wichtige allragene Komptajenten. Deshalb wiid in den vergangenen 
Jahren in zunehmender Weise cine kompooentenspezifische Diagnose {CRD, "component resolved diagnosis") mit Hilfe 

20 von gut definierten, lekombinanten Alleigenen eingefiihrt (Valenta et aL, 1 999). 

[0003] WShrend die AUeigene auBerhalb des Hauses meist mit Pflanzenpollen assoziiert sind, kommen im Haus mehr 
Allergene aus 'Haen vor, sowohl von Schadlingen als auch von Haustieien. Bei den Sdiadlingen steht als AlkigenquellB 
die Hausstaubmilbc, ein Spinncnticr (Thomas und Smith, 1999) an erster Stelle. Bcsonders in den USA ist die Ktk;h«i- 
schabe, ein flugelloses Insekt, auch als AUcrgenqueUe wichtig (Rosenstteidi et al., 1997; von Wjncn et al., 1997). Von 

25 beiden sind eine Reihe rekombinanter Allwgene bekannt (Anuda et al., 1995; Thomas und Smith, 1 9991 . Ene zusatzU- 
che AUeigenquelle im Haus sind SchimmelpilzB, von denen in den letzten Jahren ebenfalls mehiere allergene Kompo- 
nenten charaktaisiert und fOr die Diagnostik eingesetzt wurden (Unger ct aL, 1999). 

[0004] Diese Erfindung befaBt sich mit dncr bisber kaum unteisuchten AUcrgenqueUe im hausUchcn Bereich, den 
Motten. Bei den Molten handelt es sich um Insekten, urn echte Schmettedinge (Lepidoptra^). Die Hauptvertieter sind 
30 Plodia interpunctella, die Dorrobstmotte, im Kiglischen Sprachgebrauch "Indian meal modi" und Tineola bisselieUa, (fie 
Klddermotte, "webbing clothes moth". Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf P. interpunctella, aUeidings sind die 
yaschicdcnen Mottenarten nah verwandt und deshalb ist zu erwaiten, daB die Allergene der verschiedenen Mottenartcn 
immunologisch kreuzreakdv sind Die DSnobstmotte ist ran Nahrungsmittelparasit, sie wird hauptsachlich in der Ktiche 
gefiinden und befallt trockene NahningsmiltBl wie NUsse, Dorrobst, Schdcolade, Hafer, Maismehl, Miiesli. Es wird ver- 
35 mutct, daB die Donx^stmolte aus Sudamerika stammt. Sie ist der haufiste NahningsmiltelschSdlmg in den amezikani- 
schen Haushalten und wurdc deshalb im Mai 1999 vom Department of Environmental Health & Safety der Harvanl Uni- 
versitat zum **Sch3dling des Monals " gewahlt (htlpy/www,uosiiarvaidedu/ehs/hcrt^topics^m_ineal_moth.html). 
Auch m den deutschai Haushalten ist die Dorrobstmotte hSufig (zum Beispiel: \biratsschfidling Ni; 1: die Darrobst- 
motte. Sendung im Westdeutschen Rundfunk am 9. Mai 1997, von Michael Wl^crt-Wcgencr). Abgeslabene ftfotten 
40 ttocfaien aus und landen typischerweise tibcr den Hausstaub im StaubsaugeL Dieser st^ groBe Mcngen yoa winzigen 
Staubpaitikek aus, die auch Proteine der dngesaugten Insekteo und damit potentieUe Alletgene enthalten. 
[0005] Bisher ist noch von keinem Allergen aus iigenddner Motlenspezies die Siruktiir aufgeklSrt worden. AuBerdem 
gibt es noch keine Publikation in der gcsamten medizinischen Literatur (Medline), die sich mit der Ditaobstmottc im Zu- 
sammenhang mit AUergie beschaftigt. Dennoch gibt es erne kleine Zahl von Publikalioncn, die sich mit Alletgien gegen 
45 andeiB Mottcn beschafligen. Die Studie von Baldo und Panzani (1988) charakterisiertEjrtraktB verschiedenerlnseklen- 
speziea. darunter auch der Kleidermotte (Ikeola bisseUieUa) mit IgE Immunoblots, mthSlt jedocb k^ne Primaistnaktu- 
ren. Mchrcrc Publikationen berichten Ober alleigische Reaktionen gegen Mottcn oder Seidenrai:q)en bd bcniflicher Ex- 
posiuon. zum Beispiel mit Seidenraupea (Komase et aL 1997, Suzuki et aL, 1995, %ng et al, 1994), verschiedenen 
SchmetlBilingen (Davis and Jenkins 1995), oder Mehlmotten ^Uxtsa et al„ 1981). 
SO [0006] DievoiiiegBiKfcErfinduiigstemvieriBkanibinantBAUeige^ 

schiedwie medizinisch-diagnostische, umweltanalydscfae und tfierapeudsche Zwecke zur \fcrftlgung. 
[0007] Homologe der vier beschiiebenen AHogcne sind in verschiedenen Spezies in der Vcrgangcnhcit bereits unter- 
sucht word^ es handelt sich um Aigininkinasen, Ttopomyosine, Arylphoiine und dne Familie von Oxidoieduktasea 
TtopomyosiiiB sind als AUezgene gut beschiieben (Reese et al., 1999) und auch zum Arylphorin als Allergen bd Schaben 
55 (Itoplanctaamcricana)gibtcseii»Pirt)lika^ 1996). In der Literatur sind auch schon einigeRedox-Enzyme 

als AUeisea bcschriebcn, hauptsScblich bei Pilzen und Pflanzea Das Ptotdn, das zu der gefundenen Oxidoreduktase aus 
der MottB am nSchsteD verwandt ist, ist die bakteiielle Glukose-l-Dehydrogenase (Nagao et al., 1992), welche selbst 
nicht als AUei^ bekannt ist. Die Aigininkinase ist hingegen noch nicht als Allergen identifiziert wordeii, auch wenn in 
ein» Publikation Obcr dn Alleigen Par f 1 aus der Gamele Parapenaeus fissurus Peptidsequcnzcn verdffcnllicht wurden, 
60 die Sequenzahnlichkdtm zu Argininkinasen anderer Spezies aufweisen (Lin et aL, 1993). Diese Ahnlichkdtcn wurden 
jedoch in der ^feittffentlichung nidit beschrieben. Die Argininkinase ist ein Enzym, das in Muskehi von Invertebraten 
Aigimnphosphat als Eneigi&.ReservBstofif bildet (Wyss et al., 1 995). Auch bei Insekten wurde die Aiginiddnase in ihier 
Pftmaistrukmr aufgeklflit (Kucharski und Maleszka, 1998), allerdings nie als AUeigen beschrieben. 
[0008] Die vorliegende Erfindung basiert auf da: Erkenntnis, daB die DSnobstmotte, die in unseren W)hnungen schr 
65 hfiufig als NahrungsmiUelschSdling auftritt, auch eine AllergenqueUe darstellen kann. Etwa die Halfte der untersuchten 
Patientenseren wiesen IgE gegen Mottenallergene auf. Die Mndung stellt molekular graiau definierte Reagenzien zur 
^ferfiigung, die von den beschiiebenen Allergen p40 (Aigininkinase), p33 (IVopomyosin), p84 (AiyljAorin) und p27 
(QndoiBduklase) abgdeitet and und dnersdts dne exakt definierte und einfaehe in vitro und in vivo Diagnose und The- 
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rapie der AUeigie gegra Motten ennSglichen, anderersdts den Nachwds von Mottenproteinen in Proben aus Haushalt, 
Schulc Oder Bctricb. EHe Bczcidmungen der AUagenc crfolgen in Anlchnung an ihrc Molekulargewichtc in kDa. 
[0009] Das AllcigCD p40 ist Qbetdies ein n«jcs Panalleigen von wirbcUosen Hercn, das auch in der Hausstaubmilbe, in 
del Schabe und in Meeresfriichten gefimden wild und in diesen Spezies immunologisch verwandt mit p40 aus der Motte 
ist So ist es desnkbar, daB man sich dmch den Kontakt niit Motten oder Milbeo sensiHlisiert und in der Folge dne Nah- 
rungsraittelallcrgie gegcn MecrcsfrQchtc cntwickclL Fiir die Untmucfaung eincx solcfaen KrcuzsraisibiliKicning konnen 
das lekonibinante p40 oder nahe verwandte MolekQlc dngesetzt v^enien. 

Beschieibung der Erfindung 

[0010] Die Erfindung bctriffl cine NuUcinsaurc, ko^crcnd fiir ein alletgeDes Pblypcptid, umfassend 

(a) ranederinSEQIDNo. 1, 3, 5 oder 7 dai^gestBUtenSequenzen oder dn Fragment davoo, wekhes fiir eineall^ 
gene Detemunante davon kodierl 

(b) dne von dnor Sequenz gemSS (a) auf Grund ciner Dcgenerati<»j des gcnctischen Codes abwdchendc Sequcnz, 

(c) eine Sequenz mit ciner IdcntitSt > 80% zu ein» der Sequeozea unter (a) und/odcr (b) oder 

(^dne Sequenz, die mit einer der Sequenzeo gemSB (a), (b) undfodor (c) unter stnngoiten Bedingungwi hybridi- 

sowic dne Nuklcinsauie, umfassend ein«i Bwddi, dear ftlr dn Ptolypepdd mit dner in SEQ ID No. 2. 4. 6 oder 8 
daigestdltcn Sequenz kodiert. 

[OOU] En Bister Aspekt der Erfindung sind lekombinante DNA-Molekule, die Nukleotidsequenzen (I) aufwdsen die 
Polypg)tidc kodicren, die die Antigcnitat da: AUeigcnc p40, p33. p84 oder p27 besitzen und aus Arthropodcn isolicrt 
sind, Oder NukleotidsequeDzeo (H), die mit solchen Nukleotidsequenzen (I) unter hodistringcnten Bedingungen bybridi- 
sieren. Die idcombinanten DNA-Molekiile umfessen auch degenBiierte \^anten dieser Nukbotidsequraizira. 
[0012] Die lekombinanten DNA-MolekulB konnen aucb Nukleotidsequenzen enthalten, die fur Polypeptide kodieren, 
die antigcne Kreuzreaktivitat und eincn hohen Grad von IdcntitSt (voizugswdsc > 50%, insbcsondere > 60 % oder > 
75%) mit den AUcrgenen p40 p33, p84 und p27 aus Arthropodcn besitzen, die in der Abb. 3-6 angegebcn sind. Die Be- 
zeidanungen p40, p33, p84 und p27 beziehen sich auf die Molekulaigewichte der Pblypeptide in kDa. 
[0013] Der Ausdrudc "HybridisiBrung unter hochstring^iten Bedingungen" gemaB dsi vorliegenden Mndung wird 
wie bei Sambrook ci al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989) 1 101- 
L104) vcrwendeL Bcv<^gt Ucgt cine hochstringcnte Hybridisicrung gemaB der vorUegaiden Erfindung woe wenn 
nach Wascben fUr 1 Stunde mit 1 X SSC und 0,1% SDS bei SC^C, bevorzugt bei 55«C mehr bevorzugt bei 62°C und am 
mrasten bevoroigt bei eSX, und mehr bevoizugt fiir 1 Stunde bei 0,2 X SSC und 0.1% SDS bei 50X\ bevc»zugt bei 
wci^^]^[^^*^ ^ ^ bcvwzugt bd 68°C noch ein positives Hybridisiciungssignal beobachlct 

[0014] Der Ausdnick "Wentitat". wie hierin verwendet. kann durch die Gleichung I(%) = [1 - V/Xj x 100 defimert 
werden womi I die Identitat in % ausgedrikkt bedeutet. X die Gesamtzahl der Nukleobasen dner Nukleotidsequenz fih- 
p40, p33, p27 Oder p84 ist und V die Anzahl an davon abweichenden Nukleobasen der zu veigleichcndcn Sequenzeo isL 
[0015] Em zwata Aspekt dff Erfindung sind rckombinante Expfessionsvcktoren oder ickombinante Xlooieningsgy- 
st^ die ^e EiqHBssionskontroUsequenz aufweisen, die operativ mit einem der oben bescfariebenen Motekflle ver- 
knupn ist 

[001^ Ein diiiter Aspekt der Erfindung ist eine WrtszcUc, die mit einem rckombinanlwi Molckill oder cincm Vdctor 
nach dem «stcn oder zwcilen Aspekt der Erfindung transformieit ist 

[0017] Ein vieiter Aspekt der Erfindung ist ein lekombinantes oder synthetisdtes Ptotein oder Pblypeptid, das antisene 
^tope der p40, p33. p84 oder p27 Moldriile besitzt, die in den AminosSuzesequenzen von Abb. 3^ entfaaUeo sind. Das 
Ptotem Oder Poly^d kann dabd mit einem weitcren hetmlogen Po^ptid wie dner zeQulosebindendeo DomSnc, 
P-Galaktosidase oda- Glutathion-S-Transferase oder ii^enddnem andeien Pblypeptid ftisionicrt sdn, das in prokaiyon- 
tischen Oder eukaryontischen Zellen exprimiert wetden kann. Das Pttitdn oder Poiypeptid, das mit p40, p33 p84 oder 
^ kreuzieakliv ist, kann dabd mit analytisch nachwdsbaren Gruppen oder mit wasserlOslicben oder wasserunSichen 
Phasen kwijugiert sem, die fUr die Dutchfflhrung des Nachweises von Antikfiipem wie zum Beispiel IgA, IgD, IgE IgG 
oto IgM gecignctjnnd In den Aspdoen der Erfindung, die sich mit in vitio Diagnostik befasseo (siehe untcn)!k5nnen 
die P^de der Erfindung a) an dne wassouniasliche Phase durch physikalische Adsorption oder dne kovalente Bin- 
dung gekoppeU sem oder b) kovalcnt an eane analytisch nachwdsbare toppe (Markierung) gekoppelt sdn 
[0018] Die erfindungsgemSBen Polypqjtide oder Ragmoate davon, wdchc antigene Determinanten enihaiten, kOnnen 
als Immunc^e zurHerstcUung von Aotikftrpcra eingesetzt werden. Zur HersteUung von fOr die alleigenen Determi- 
nanten ^Bzifischen Antik&pera konnen Standan^xotokoUe herangezogen werdai. Die Antik6iper kSnnen dann z. B 
zum Nachweut von Alleigenen undAoder zur Hier^ verwendet werden. 

[0W9] Die Erfindung um&Bt wdtcrhin dne i*araiazeutischc Zusammcnsetzung, umfassend dne NukldnsSure, cinen 
YeWor, erne Zcllc, cm Poiypeptid oder eioen AntikCrpei; wie hierin defimert, als ^Irkstoff. Die pharmazcutische Zusam- 
mensetzung kann phaimazeutisch annehmbare Hilftstoflfe sowie ggf. wdtere Wukstofife enthalten. Die pharmazeutische 
ZAisammensetzmtg kann fiir agnostische odei/und therapeutischB Zwecke verwendet wwden, insbesoodete fur Thera- 
pie odernind Diagnose vod aliergiscfaen Edoankungen. 

[TO20] Der filnftc Aspekt der Erfindung ist eine in vitro Mcthode der Diagnose von AUeigie gegcn Arthropodenpio- 
tanc, die die humoralen AntikSrpcr bcstimmt, die gegcn die Arthropoctenprotdne gerichtet sind Die umf aBteo Allcigien 
M^meistens gegen Inseklen gerichtet Die lelevanten Antik6q)er sind mdstens von der IgE Klasse, aber auch IgG-An- 
bj^per kfinnen wichtige InfoimaticHi Ober die AUeigie liefem. Im NcxmalfaU umfaBt diese Methode den Kontakt dner 
K^THaflOssigkcit aus emern Paiientcn mit dnem Pblypcptid der Erfindung. Die JVtogravcthaitoissc und Bedingungen 
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.rcS„;^!n Mth!!S^™ derMowe <to Antikarpcrin d« Probe ist Derlinmunkomplcx wirddann mi. cinerder L 
P^r^!,^^ ^T??- ausgedrOckt, dne bcvorzngte M«hodc des fflnften Aspektt der 

. ^ dann, e.ne IW dj«r K&perflflssigkeit. die zum Bdspiel IgB-Antik&per enthfilt, nrit ri^ Poly- 

5 peptd der Brflirfung und emem Anti-IgB-Antikfiiper in Kontakt zu bringen. sod^ rich erigE-Polypeptid-Anti 
Inmiuntoinplcx bddet to Nomalfell ist eatweder das Palypeptid oder dir Anli-Ig&AntikSip^an aSte Sc£ 

fer gettennt werttenkann. Der Deteklionsschritt kann in diesen >%rianten unter Verwendung einer andytisch nach^ 

10Q21] Bin sechshsr^kt der Brflndung ist eine Methode, die. voizugsweise in vitro, eine zeUuMie Reaktion. insbe- 

S^ZS^^t^*".^ ^T'?).'^*' ^ellulaie Reaktion. insbesondeie diclinmunreaktion. a, 
bwen. Als zeUailte Reaktionen kSnnen die Histaminfreisetzung aus basophilen Gianulozyten oder die Prolifem^M vm 

£Sr™^P^f T^'^ifl^v ^'!'^"8 Mediatoien, wie zum Beispiel dem eosinophilen kationiX. 
« " *° b«chrieben Methoden verwcndet weiden. nnd metstens aiu Btat sewonnen. iide 

» zum BeispielbepanmsierteniVfeUblut, Serum Oder Plasma. u«««ii5 a™ j»iui gewonnen, wie 

EL ^^aIT AsP»kt Erflndung betiiffl nur das p40 Allergen und besteht daiin, duich Messung der Bnzym- 

AUaigens und semer Homologen, der AigininMnaseaktivitat (EC 2.7.3.3), das VfaAandeJs^ 
Jte^SS^e A^- '^yr'''^ ^ beiirielsweise to Su^^^^Z^ 

S^S^ti^" A f Umwandlung von L-Arginin und A^nldphosX 

li2t^?;?H3l^^T ""'^ Aden^ndiptosphat (ADP). Fflr die Messung der A^ininkina«akdvitatsHte 
lototurStandaidmethodenbeschrieton, die zum Beispiel das entstehen^ 

^"^^ Aspekt der Erfindung besteht darin, mit Hilfe eines lumuinoassayg das M«handeosein der d40 i>33 
I ^ Homologen in Proben ans der Umwell de. M^Khen zuZ^SffiS 

Staubpn*en ausa^totoBetrieben.DerImmunass^ besleht darin, daB imm einen i^^SeSSZa^ 
der Maus. to Standaidmeihoden gegen eines der Polypeptide der Erfindung gewoimraS^^SeZ 
aus ejnem Wirbdtier, wie z«nn Beispiel. Kaninchen, Ziege. S, Huhn, das gegmStopSS to^S 

^^^f^ nierioerten monoldonalen Antikfliper odereinem AnbClim ""noWS^n ""t"" 

L M «^°'»^??^° ^ insbesondeie ein p40-HamologBs am riner beKebigen Spezies, besondeis bevor- 

einS^T^^w', ^ Honwtoges an« oner ndtteilosea Sptaiea, insbesondere einer Schmettertingsart cd^ 
TM^"^^? T SP«f«.in*«ondiaeyoDemBr Arlhiopodenartbesti^^ 

^?^^'««^'» A'^^kt der Bfindung besteht darin, aus dem synthelischen Xrekombinanlen S^d der Er- 
d2?S^^ da. z^Hxposensibiliderung a— o.he«pic) von Patientcn mit ASe^gln 
KwLFi ^ ' Homologen eingesetzt weiden kana e b » 

S, hB?.^ 12*** ^ ^^"^^^ Pragmente oder TbUpeptide oder Multimere des Pbly- 

^f^f^^oS^*^ dierwar ein Oder mehiere Epitope, insbesondeie I^IgGoderfundl^^Wto 

bsch "I^Moiiomeie^ und IgA-Epitope kdnnen eine geringeie anaphylaktische Wirkung als IgE-EmtODe au^e^ 

v« -nieia^ des EffiddoiQigans eingesetzt weiden (Nase. Cbnjunctiva, LungeX um einer ^setzuna von Nfe^^^ 
Meigeoexposidon vorzubeu^ 

SJtoife^l2^„^""MT Erfindung ist es mOglich, eine speziesspezifische AUeigiediagnostik 

untar ^rwendnng euMMotte. insbesondere der DOirobstmotte zu betieibea Hi^ Utenea die DQnS^^- 
tatockvon,w,eetv«C^sam^ 

nnrng eiiwall^hen Reaktion. beispieliweise als Antigen euexnanen zurBeshm- 

IS -1 eine komponcntcnspezifische ADcigiediagnostik duichzufOhren. in dem Pioben 

^toZL^'S^'^'^'",^;'^"^'''*^"- ^ di^^^-^meni-^T^'S^Sse^ 

""b^ondere aus emer Motte oder aus einer Milbe, beispielsweise der Hausstaibmilbe. vot 
Kl^^- identifizierten AUeigene sowie deien Homologen aus ArthRS«tok!^^^ 

euekomponentenspezifischeAUeigiediagn^ ' -finnropooen Konnen rur 

"^L • ^^"^ P^«ierteo Bigebnisse kann eine Aigininkinase zur HersteUuDK eines Arzneimiitel. 

"^^^ T^'' Bahandtang von all«gisch^ Brimmkungen^SiXSS^S 
^^^^r^ ^ ^ A.gininkin,«» aus einln ArthR,pod^rnStal^ 

Mtme Oder aus Milbc, 2. B. Hausstaubmilbe etogeseta bm ein Tfcst auf das 
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k^nS. ' ^""^ > 70% UDd am mdsteD bevoizugt > 80%, aufwrist und bcvorzugt ml p40 

m D» Etfindimg wud durch die folgendeo Bdspielc und die beigefngtea Rgum. wdtcrXteit DfeR^n 



ren vcjD JOI^nteD nut altepscheo BeadiwRden id ImuHuauinen (H1-H90, jeweOs obererTfeil) Im ietdU untera^ 

^nnoblototarifchen init Gesamtextrakt aus Larven dBrD6nobstmotte (jeweils oWTbU) untersucht 
n^^^^nw ^"^r ™' P°!!|S^«Bie ohnc angegebene Beschwcnlen in, Haus (P1-P20) un^«?SSo„M 

W«3«^JcDNA(SBQID^to.3)unddav».bgd^ 

[W9] ng.7:IgE-IhmiunobloLStieifcbenmitrekombinantemp4^ miteinerZellulose-bindcndenDo. 

C^n^"^^ ^^^'^ S^??„jr SSSr 

[0040] Big. 8: Sofcxttyi«Baktionen beim Hauttest imt demrekombinanten p40 Alleigen mitlfaMhislidintag. 

c: V«^6fierung des Bereddis von Fig. 8a bev« die Quaddeln annzdchnet wurden Die uidkarielle Seaktion nrit 
dcrBddungvooPscudopodien(Nr.6)istgutzaalMoea wuroen. uie nniKanBlle Keakhoo mt 

d: VeigrtJBciung von Big. 8b: Quaddelbildung imKeibetest bd derKonzenliWiMi Nt 2 nach 20 min. 

ISSig.^ 9: Spatphasemeakdonen nach 24 h bd der Hauttestung nnt dem leknndrinanten p40 Alleigen mit Hexahi- 

^hJS^'^'^^**^"'^^^"^^ bi8Nz 2(200 ng/;il). ffc 1 wurde nicht 

b: Reibetesf keine d^matfise Reakdonen in doi Konzeotrationen Ne 10 bis Nr. 7 
c: V^Bening von Hg. 9a: EkzHiiataw ftaktion bd 

d: Pdckteat: InfiltriertePapdn inneialb der mariderten Grenzen der VDrangeganganen Soforttyp-Reaktioo. 

IKJ^'J^iT""*'?"^'"*'*!^^ ™' «kombinantemp40 Alleagen aus derDSnobstnwtte oo- 

S^JT^ "1^^ mit unddmeftainkubation mit «*ombinW«n 3 aUeige^SESL S 
(Ofcrptetmotte. KOdienadiabe. Hausataubmilbe. Humme^ GanSe, Mi^nuschd und £bdi^! 
^.«jBaD.eMblriaUa.gew«±tednd 

c^SS*^i^^'^'**^^*^^^^'«*Ben8p40an8Hodiaintcipiincte " 
iBy ID No. 2 asigt £b davon abgeldtete noteinsequenz, 

ID No. 3 idgt <fiB cD>U des ABeigens p33 aus I^a intBnwnctolla. 
SEQ ID No. 4 zdgt <fie davon abgddlcte Ptoteinsequenz, 

S S*' 5 Alleigeng p84 aus Hodia intemunctdk. 

iEQ ID Na 6 zdgt die davon abgeldtete Proteinsequenz, 

I "^•^f' cDNA des AllMgeDsp27 aus Hodia inteipunctella, und 
&EQ ID No. 8 zeigt die davon abgeldtete Precdnsequoiz. 
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Ibst von VBisddedeoeD Gruppen von AUeigikem und Noonalpersonoi auf JfeB-AntiJdkper gegea MoUeQaDtigene aus 

Larven der Ddtrobstmotte R inteipuDctella 

[0043] Da im kMsdien Berddi dne tnfiglicfae Alleigie gegen Motten biriang kaum Beachtung gefiinden hat, konnte 
bei der AuswaW derPMiente keine Gcuppe definieit werden, die klinischeBeschwerden nach Kontakt mit MottenaDer- 
g^ a]s Symptom ai^ab. Deshalb stellteo wir filr unsete Aibcit die folgendcn Gruppen zusanmicn, die auf IgE-Anti- 
kdfpcr gegen Mbttenproteincgetestet warden: tuc aui igcmnu 

1. ^enteii niit TVp I alkigischen Beschwerden (Rhinitis, Conjunctivitia, alleigisches Asthma brtHichiab) in In- 
iienrflmiien(n = 90,PatientenHl-H90), 

2. Patie^n mit atcpischer Dermatitis und Typ I aUergiscbcn Bcschwerdcn (Rhinitis, Cagunctivitis, aUeigisches 
Asthma oroochiale) in Ihnenraumen (n = 12, Paticntcn AH1-AH12), 

3. Patienten mit nachgewiesener PbllenaUergie dboG Typ I allergischB Bescbwerden (Rhinitis, C!onJunctivitia. aU- 
eigiM^es Asthma brozichiaie) in Inneiiiaumen(n=: 20, PatieatenPl-F20), 

4. Ftobanden ohne atopische Dermatitis mid ohne nachgewiesene TJrp I AUogiwi (n = 10, Ptobandca Nl-^10). 

IgErReaktivitat von natiiriichen Motteneattrakten 

[0044] Mparationen yot zv^rei vcrschiedenen Mottenspczics wuKkn vcrwcndct, mn motlenspczifisdie M-Antikor- 
M ^™^||^.^ detektieiea Die eine Pr^tioo ist ein kommerrieU erhaltliches Homogeaisat voo Faltem der 
Mehlmotte Eph^tia kuehmella (Allergon, Pharmacia Urfohm U^^aia, Schwedeo). Die andere ftaparatic» wurde aus 
Mottenlan^enOy^ kurz vor der Verpuppung) von der DOfrobstmottc Hodia intexpuncteUa hcmcsleUt Die 

Insektenproben (5 Larven) wurdoi m 0^ ml PBS homogcmsiert, im Verfiallnis von 1 : 1 nrit Laemmli-AStraespufiw 
ver^t und auf einem 12^% SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt (Fling und Gregeison, 1 986). Es wuide ein pSraiati- 
ves Gel v^end^ auf das etwa 20 ^ig Gesamtprotein pro cm aufgetragen wmden. Als Maricer diente ein RaintowQar- 
to (Amersham Pharm^a). Das Gd vmde nadi der Hektrofrtiorese auf NitrozclMosc (Schleicher & SchuelL DasseL 
Dcutschland) geblottet (Towbin el aL, 1979) und in 0^ cm Slieifen geschnitlen. 

^ I^^nsoen auf IgB gegen Motten wurde analog zu der von Jandim et aL (1989) beschrieben 

n^^l'IJ!^ if-P"^^*^.^" wurd^ 2x 5 niin und 1 X SOmininPofferG (42 mMNaaHPO^, 6.4 mMNaHJ>04 
d^^TJZ^^^ ^m ^ Rinderserumalbumin. 0.05 % (w^ NaN3, pH 7^ bd Rammemperatur abgeslSgt 
dami m l ml Volumen in 1 : 10 (wemi mcht anders beschricben) mit PUfifer G veidttamten Patientcnscren Obcr Nacht ^i 
4 Cgefappt DjeSheifen wurd^i 2x5 min und 1 x 30 minbciRaumtemperatiir in Puffer G gewaschen, dann flber Nacht 
mit einer 1 : 10 Verdunnimg ernes ^-mariderten Anti-Human-lgE Antik&pers (Ameisham Pharmacia) bd Raumtem- 
paati^gekjppt. wie obcn gcwasch«i, geurocknet und aufgeklebt. Gebundenes mottenspezifisches IgB wuide so mit dem 
radK^y maikiertcn Anu-Ig^Antikfiiper detektieit und die positiveD Signale wurdcintittds AuiSmdiographie auf ei- 
nem Rontgennlm (Kodak) sichtbar gemacht. 

[0046] Die 1 zeigt in ihrem obeien TOl die Resultate dieses Experiments fiir die Grappe der T[ndoOT"-AllerEiker 
CPancnicn nnt allc^schen Beschweiden in tomiaumcn), Figm: 2 zeigt im obeien Tbil die Emdjrasse fiir die an^rcn 
diet Oiuppen. Die Etgebmsse smd auch wciter untmi m Olibcile 1 daigestelit 



Ibbellel 



^^^n l!if™™^J?^ darlgB-Immunoblotresultate gegen verscMedene AUeigenextrakte und gegen das rekombi- 
nantep40AlleigMinntIfe^ 

50 desteps zwei starkm posibven Banden; + schwache positive Reaktic» mit mindestens einer achtbaren Bande; - keine 
defimerteposiUveBaDdebeobachtet 



55 



60 



65 



6 



DE 100 41 541 A 1 



Patient 



HI 
H2 
H3 
H4 
H5 
H6 
H7 
H8 
Hd 

mo 

H11 

H12 

H13 

H14 

H15 

H16 

H17 

H18 

H19 

H20 

H21 

H22 

H23 

H24 

H2& 

H26 

H27 

H28 

H29 

H30 

H31 

H32 

H33 . 

H34 

H35 

H36 

H37 

H38 

H3S 

H40 

H41 

H42 

H43 

H44 

H4B 

H4S 



Ddrrobst- 

motten- 

larven 



+ + 
+ + 
+ 



+ .+ 



+ + + 
+ 
+ 



+ + 



+ + 
+ 



+ 
+ 
+ 



+ . 
+ 



motten- 
faltfir 

+ 



+ 

+ + 
+ 



Rek. p40 
AUergen 



+ + 



+ + + 
+ 
+ 



+ + 
+ 

+ + 
+ 



Haus- 
staub- 
mflba 



+ + 



KQchan- 
achabe 



4 + 



+ + 
+ 



+ + + 
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Patient Darrobst- Mehl- Rek. p40 Haus- Kuchen- 
motten- motten- Allergen staub- schabe 



H47 
H48 
H49 

to H50 
H51 



H79 
H80 



larven falter (HIsJ mtlbe 



H52 

H53 + + + + 



15 H54 + 
H55 



+ 



H56 

H57 + + + 

» H58 + + 

H59 . . 

H60 

H61 + 
^ H62 + 

H63 + 

H64 + 
30 "65 

H66 . + 

H67 

H68 

35 H69 + + 

H70 ++ + + 

H71 

H72 + 
40 H73 + + 

H74 
H75 

H76 + + + 



+ 

+ + + 



+ 
+ 

+ + 



H78 + + 



" H81 + + + 



+ + 
+ + + 

+ + 



H82 
H83 

« H84 + 
H85 

H86 + + 

H87 
60 H88 

H89 + + + 

H90 

6S 



+ + + 
+ + + 



+ + + + 

+ + + 



+ + 



+ + 



« H77 . . + + 



+ 

+ + 

+ + + 
+ 
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Patient 


Dorrobst- 


Mehl- 


Rek. p40 


Haus- 


KQchen^ 




motten- 


motten- 


Allergen 


staub- 


schabe 




larven 


fafter 




milbe 




AH1 


- 








AH2 


+ 


- 




+ 


- 


AH3 


+ 


- 








AH4 


+ 


- 








AH5 


+ 


+ 




- 


- 


AH6 


+ 


- 








AH7 


- 


- 








AH8 


+ + 


+ + 


+ 


+ + + 


+ + 


AH9 


+ 


+ 


- 


- 




AH10 


+ + 4- 


+ + + 


+ 


+ + + 


+ + 


AH11 


+ + + 


+ + + 


+ + + 


+ + + 


+ + + 


AH12 


+ + 


+ + + 


- 


+ + + 




PI 


+ 


- 


- 






P2 


- 


- 


- 






P3 


- 


- 


- 






P4 


+ + + 


+ -f + 


+ + + 


+ 


+ + + 


P5 


+ 


+ 




+ + 




P6 


- 


- 


- 


• 




P7 


+ 


- 




• 


+ 


P8 


- 










P9 


+ + + 


+ + -h 




+ 


+ + 


P10 


- 


- 






PIT 


> 










P12 


+ 


• 








P13 


- 




- 






P14 


- 




- 






PI 5 


+ 


- 


- 






P16 


+ 


- 








P17 


- 


- 


- 






P18 


- 


- 


- 






P19 


+ 


+ + 


- 


+ 


+ 


P20 


+ 


+ + 




+ 


+ 


N1 


- 


- 








N2 


- 


- 








N3 


- 










N4 


_ 


_ 








N5 












N6 












N7 












N8 












N9 












N10 













[0048] Insgesamt warden bd den Tndoor^-AHergikeni (d = 90) bdm IgErlmmuiKAlot nrit dBin Dfirrobstmottenlar- 
ven-GesamtBxtrakt 4 sehr stark positive, 13 stark positive und 25 schwach positive Keaktionen beobachlBt, bei drai Ato- 
pikcm nut allergischcn Bcschwcrdai in Innenrfiumen (n = 12) 2 sehr stark positive, 2 stark positive md 6 scbwach po- 
sitive. Bei den Pollenallagikem <Adc angegebene alleigische Beschweiden in Innenraumcn (n = 20) gab es 2 sehr staik 
positive und 8 scbwach positive Reaktiooen. Insgesamt wurde bei 51% dcr Paticnten cine positive Reaktion auf MoUen- 
larveuproteine beobacbtet Xeiue der nicfataUexgischen KoatroUpersonBn zei^ eine Reaktion im ImtnuDoblot 
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Tbst auf IgE-Antikdqjer gegen Protedne der Mdilmotte (E, kuehmella) iai Falterstadium 

[0049] Das gleiche PatientenkoUektiv wie obco wmde auf Streifchen mit eincm kommcrziell crhallUchcn Ejrtrakt aus 
der Mehbnotte unteisucht, wobei die Ergebnisse auch in der Tkbelle 1 daigestellt sind. Insgesamt zdgtra 36% der All- 
5 eigiker eine positive ReakdoD auf Mottenfaltei: 

Test auf IgB-AnlikeipCTgegcn Pirotcine der HauslaBbmilbc (Dennatoi^^des ptexonyssinus) uod der Kttcboischabe 

(BiaUelia gennamca) 

[0^] AusgcwaWtc P^entwi und NcamalpeisoDco aus dcm KoHckdv warden auf Siicifdicn mit kommeizieU erhat- 
lictenExtektcnausdwrHausstaubrailbcimddCT 1 darge- 

sldlt Die Kiichexiscbabe ist dn fliigelloses Insekt und DSher niit der DaxrobstmoUe verwandt als die Hausstaubmilbe die 
zu dra Spinnentieren zShlt AUe did zShko zu deo Gliederfiifilein (Arthropoden). Ttotz der rfiylogenetisch en VeiwaLdt- 
scteft der did Spezies ist <fie IgB-Reaklivitat der Patienten oft staric unterschiedlich. So rcagiert zum Beispiel Patient 
H81 sc^ stuk auf Mouc und KOchcnschabc, aber nicht auf die Hausstaubmilbe. Patient H90 reagicrt nur sehr stark mit 
d«ar Milbe, aber mcht mit Scbabe oder Motlc. Paticnteo H7. H9, H33, H80. AH5 und AH9 reagicrcn auf Motlenlarven 
UDd FaltBi; abermcht auf Schabe oder\£lbe. 
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Beispiel2 

Isoliening und oolekularB Charakterisienmg eine» cDNA Hons, der fiir das R inteipuncteUa AUeigen p40 kodiert 

Konstniklion cinec cDNA-Bank von Flodia intopunctella 

[0051] Die Inseben (Plodia inteipunctella) wurden in Haferflocken angeziichtet (S\ Prozell, M. SchoUei; Institut fHr 
Vortatsschutz, Biologische Bundesanstalt, Bedin). 180 Larven im spMten V^deistadium, kurz vc^ der Veipuppung 
(2^g) wurden zjtf Pc^paratioD von RNA dngesetzt. Die Larven wurden in 30 ml TVizol Reagcns (Life Ifechnologics! 
i^redenck, M Y, USA) homogemsiert, und aus der waBrigen Phase wurde nach dem ProtokoQ des HeistcUcrs die RNA ee- 
wmnea Aus 5 pg der eAalteoen CJesamt-RNA wurden mit Hilfe des PblyATtract Systems (Piomega, Madison. WL 
USA) polyA RNA gewonnen. Die mRNA wurde in cDNA Obeischrieben uod diese mit Hilfe des Uni-ZAP Systems 
^ ^ ^^^^ ^ gerichtete Wdse in X ZAP Phagen cingebaut Die piimgte Bank enthiell 3 x 10* 
cDNAKIone und wuide nach Standardmethodenamplifizicrt. u*^i ^ /siu 

IgE-Immunoscreemng und Analyse der immuoopositiveD IQone 

[0052] Zum Screemng eincr cDNA-Bank voa Ptodia inteipunctella wuidcn Sereo der Padentm AHll (Screen IX H20 
^^^n^ "^/^^l 3) verwendet 360000 (Screen 1) oder 200000 (Screen 2, 3) Phagen der X ZAP 

cDNA Bank wurden auf ememRasen von Escherichia coli XLl-Blue (Strategene) ZeUen in dner Dichte von 15000 Pha- 
gen pro Peto schalc mit 140 mm Durchmesser ausplattiert Die Synthese von lekombinanten Flotemen wuide durch Auf- 

fflSm^'^^^^^^ ^f'^Sin'^?^?^?."''^' 3^ LPatiHH AHlDbzw, 11 (Screen 2,^ 

tient H20) "nd 6(Screen 3, Patienten AHIO und AH12) immunopositive Klone wurden jeweils mit Hilfe von Patienten- 
scira ui^ yon ^-markierten, gcgcn humancs IgE gerichteten AntikSipem (Hiaimada & Upjohn. UoDsala. Schwedcn^ 
nach etabherten Methodeo (Bieitcneder et aL, 1989; Wenta et al.. 19^Vrtela et aL. 1993) Sl ^^chwcdcn) 

DNA-Sequenzanalyse der immunopositiveD Klone 

[0^] Aus den posiUvco H««eD wurden duich "in vivo excision- (Short et al., 1988) mit Hilfe von Helferphagen 
(Sfratagene, La JoUa. CA) die entsprechenden d>NA Plasmide gewonnen und nach Standardmethoden isoH^ Die 
^a^"^^ Thennosequenase (Amersham Pharmacia, Uppsala, Schweden) und IRDSOO-mariderten Pti- 

^^A^^^^^^^^'S^!^ DieBascnscquenzen 
Sil^i^rf ^^''^^ und mit Hilfe des FastA.Ptt>gramms (Pearson und Opman, 19^mit der 

Dalenbimk ver^^ des GAP Programms aus dem UWGCG Programmpaket 

S^T^S^^ mitcinandcr verghcben. Auf diese Wdse und mit ffilfe des Veigleichs zu den homo- 
ipgM ftoteinraa wuidcn Xlooe idenhfiziert, die ancn kompletten Lescrahmen aufwiesca 

S^i^"^ 36<)000Phagen der XZAPd^NA Bank mit dem Serum AHll wurden 31 immunopositive 
Z^^^'^^^ wzidierteri Plasmide wuiden zunSchst mit EcoRI und Xhol gespalten und auf dnem Agarr> 
S!l i^chmttnmster anal^ Alic analysicrbaren Klone enthielten dicsclbc cDNA, Der ISngste verfilgbare 

''""^^'^if ^ 3) und der offcne Leserahmco, der dn Polypepdd von vorhcjgesagten 40 kDa (p40) dar- 
s^te. wuide ont den Datenbanken verglichen. Es zeigte sich. daB das gefundene Polyp^tid (Fig. 3) uber diegesamte 
^t-T verschiedener Spezies homolog war. Argininkinasen kfinnen die teiminale Phosphatgruppe 

^Argmm Obertragen und so cinen Encigicreservestoff bUden. Bislang sind Argininkinasen nicht als AUe^ 
ga» idenufinert worden (siehe auch Emleitung). Die dem p40 Allergen am nachsten verwandte Aigininkinase aus der 
Homgbacne (Kudiarski und Maleszka, 1998) wcist 85% AminosSure-Scqucnzidcntitat ndt p40 auf 
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Beispiel3 

IsoUerung und molekulare Charaklcrisicrung eines cDNA Hons, dcr ftlr das P. inteipuncteUa AUeigen p33 kodiert 

[0055] 200000 Phagen der X ZAP cDNA Bank wuideD wie oben beschneben mit dem Serum H20 gescirent, dabei 
V ^™^»oi«f KloDC erhalten. Die in vivo exzidierten Plasmide wurdcn wie oben analysiert und scqucn- 
acrt 10 dcr 11 Hone kodierten fllr das glci^^ 

die identedie S^quenz, die in Fig. 4 daigesteUt ist Der offejeLeserahmen steUt ein AUeigen von 33 kDa dar (p33) das 
mil TYopomywuien verscbiedener Spezies eog verwandt ist Ttepomyosine and als kreuzreagiezendD AUerse^ besoi>. 
dcrs auch aus dem Bcrdch dcr NahningsmittelaUcjgic bekannt (Reese ct al., 1999). 

Beispiel 4 

Isoliening und mobkulaie Charakterisiemng eines cDNA Klons, der fiir das P. inteqjunctella Alleigen p84 kodiert 

[0056] 200000 Phagen dcr X ZAP cDNA Bank wurdcn wie oben beschneben mit den Seien AHIO und AH12 ge- 
scrcent, dabei wunlen 6 mmmnopositive Klone eihaltea ]>5e in vivo exzidierten Hasmide wurden wie oben analysiert 
und sequenziert. Nur einer der Klone (Sequenz 5) kodierte fiir ein Protein in voller LSnge, es handelte sich urn ein 
homologcs zu Ary^honnen. Arylphoiine gelten als Spcicherprotdnc von Insckten und enthaltcn dnen hohcn AntcQ an 
ted^e^n "^^^^ (Pcriplancta americana) ist bcreits in einer PubUkation (Wii et aL. 1996) als Allergen 

Beispiel S 

Isoliening und tnotekulare Cbarakterisimmg dues cDNA Klons, der fifa- das P. inteipunctdla Allmgen p27 kodiert 

[0057] 200000 Ph^en dcr X ZAP cDNA Bank wurdcn wic oben beschiicben mit dem Serum H20 gescreoit (Screen 
2XebcnsovicleimtdcnScrcnAH 10undAH12(Scrcen3).^ 
und sequenaert Ei^ der Hone vc« Screen 2 und drd der a^^^ 

quenzvergleich der duich Ubersetzung erhaltenen Aminosauiesequenzeigab eine signiflkante Ahnlichkeit mit einer Glu- 
kose 1-Dehydrogeoase mis Bacillus mcgaterium (36 % Sequenzidentitat, Nagao et aL, 1992). Es gab auch eine kleinm 
abcr noch ngn^antc Ahidichkcit nril 

Vougeet al im einer Altfehyddehydrogenase, und dem Bet v 5 Alleigen aus der Biike (20% Stequeiiridentit§t.Ka. 
lamloo et.aU 19^). emer Isoflavomeduklase. Bei dem p27 AUagen handelt es sich also urn dn Redoxenzym. Die Se- 
quenz ist in Fl^ 6 dai^estellL ^ 

Beispiel 6 

Expression des p40 Alletgens mit einem Hexahisddintag und als P^ionsprotein in E. coli 

[(W58] Die p40 cDNA wurde auf zwei verschiedene Weisen in pKT-Expiessionsvdctoren einkloniert so daB das p40 
Allergen^m^ nur mit einem Hexahistidintag und dnmal als Pusionsprotein mit einer Zellulosebindenden DomSne^ 
zcugt wurde Das erstc Konsnrukt wuide unter nadven Bedingungcn gcreinigL Das zwdte Konstrukt wurde fiber dne 
ZelMosesaute gciem^ Sowohl das Fudonspioteln nut dner zeUulosebindenden Dom&ie als auch das Kichtfusi<ms- 
protein nut Hexahisticfintag besaBen Aiginiddnaseaktivitat i^iwiuumwis- 

Konstniktion dnes Expressionsvektors zur Expression des p40 AUergens mit dnem Hcxahistidin-Tag- 

[0059] IMe km^lette cDNA wurde in zwd Stufen in die EcoRI und Xhol SchnittsteUen des Plasmids pKr23(+) (No- 
vagen, Madison, Wsconsin, USA) dnkloniert Die Ribosomenbindungsstelle wurde mit lElfe der 01igonukleotid4han- so 

CXJT ATA TCT On-TCT AGA GGG AAA aXJ-3' verwindcl. Dcr cnt- 

standeneVbktepET^lw^ 

^^^^W?^ Mutagenese mit dem OHgonukleotid S'-ATC TCA OTQ GTC GTC GTC GTG 

gen, Hildcn, Dcutschland) m das Expresston^lasmid eingebrachl, und es entstand dcr Afeklor pETHis AK 1 , der durchSe- 
quenzierung Qberpnift wurde. 

Expression und Reimgung des p40 Allergens als I^chtfusionsprotdn mit einem Hcxahistidin-'T^g" 

^^IJ^^^^F^^^^ wurde in Escherichia COHBL21 (DE3) transformiert und die Hansfonnierten Zdleo in 
em^ ml Kultur bei 37X geschiittdt bis zu dner optischen Dichte (600 nm) von 0,8. Die Synthese des rekombinan- 
t«i ftoteins wurfc <toch Zugabe von 0,4 mM (Endkonzentration) von IPTG (Isopropyl-p-D<Jalaktosid) induziert, und 
dicKultowurctenochShbei^ 
MlcnlOnunmLyK^^^ 

^^^^^'J!^' l^B^O, USA), pH IS) bdiandeU (Schupp et aL, 1995). Zelldetritus wurfe ilnin bd 
2000 X g und atootrifu^^ Das Protein wurde mit Ifilfb von zentrifogiBAarun XldnsSubn unter nativen Bedin- 
gungcn dutch rridcelchelat-Affimffitschromatographie gerdnigt wic vom Heistcllcr (Qi^) besduieben. 
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Konstniktion onesBxpiBssionsldons zurBxpiessioo des p40 AOeigeiu all Ptasion^mtBin 
K f ^' P^O Meugen kodiert, wurde in den Expnsssionsvdaor pEOeb (Novagcn) 

^.^^SP^^->^8m Motagencsc nach Kunkel ct al.. ( 1987) in den E^^ssionsvetoor eiSit 
Krn??Al^^ Mutag««seoUgonukI^ y-GGT AGC GGC (ITC CAC CAT GGT AIA OCT CCT TCT 

Expression eins Risionsproteiiis aus dnerZdlulose-biDdenden Domane und dem pilO ADeisoi 

KL^^lf',^'??.^^* vmide in Escherichia coli BL21 (DE3) tiamfonmert und die tranrfonnierten ZeUen i» 
"ifJ^ ul^ geschOUelt bis zu einer optischen Dichu, (600 nm) von 0.8. Die Syntbese des lefa^a^ 

die Kultur wurde noch 3 h bci 3rc wei.ergeschitttelt. Die ZeUen wurden durch ZentrifagStion geemtet, da^^Sai S 
ZeUen 10 nun in Lysepufifer (100 niM Ka 50 JnM Mes. 4% (vM THton X- 100 8 mM DTT S. tnlS^^\«^^ 

Tbst des lekombinanten p40 Alkigens mit HeMhistidinlag und des Fusionspioteins aus efaerZelhikMe-bindaidBn Do- 

mSne und dem p40 AUetgen auf IgE-ReaktivitBt 

[0064] DasgereinigtBp40 AlleijenniitdnBmHexahistidintag wuid^ 

I^L^pT'I^'^^'^P^T l=W*Sl»-I^»y«=^l^delektropharetisi«t.a„fNM 
KuTe^rw^^Sn"^'"'^"*"''^'^^"'^^ 

[0065] Das geidnigte rekoD.binar.te Pusionq^ wuide wie oben beschriebeo in dner Konzentration von 5 up pro 
^ auf emem prapaiaUva. 12^% SDS-Polyacylanudgd dektrophonrtisiert, auf Mln>zellulose g^^uTd^ti^ 

Ibst der oben b63chnd)enen Puienten and Nonnalpeisonen auf IgB-Antikfiiper gegeo das rekoinbinante p40 AUnsen 

mitHexabisddimag 

[0066] Alb S«en der dlien beschiiebenen Fatienten und Nbrmalpersonen wuiden auf gldche Wsise wie oben 
schneben auf Ig&Anbk&pBr gegen das gensinigte p40 Allogen mit HexaUstidintag getesL (Rg. Hlktelt^ 
^ A."^ "^^1^ nurim MolekuLgewichtsbeKich bd 40kDa. d«Mb*ist rS^aierS 

45 TfestvonRuientenundNanualpersonen auf IgB-Antikflrper gegen das rekombinantepWFudonspioteinnritZdlulose- 

bindeoder Dom&ie 

ISnsSfn"!^'^ beschri^nen Ser«, wurde auf IgB gegen das rekomWnante p40 Fusionspiotein get<^ 

Bdspicl? 
Hauttests 

[00«] gcieinigtc rekomWnante p40 Allogen mit Hexahistidintag wurde in slOTlcr Ofi% NaQ-LSsuna auf 10 vcr- 

7fl?^o^^ (Nr. 4), 25 ng/^i (Nr. 5), 124 ng/ul (nToT IJsniJ^^ 

A^^ l^i ^'^^ (N^- 10)- dem intrakuta^ HauS^ 

iSSfo 10 bis Nt 5 durchgefiihrt und jeweils nach 20 min und 24 h abgeiesen. -"^onzenira 
KL^^^^T'^^^^L^"'^ "^^^ "^"^ rekombinante p40 AUcigco mit Hexahistidintag zuerst 

ScrfQitr^ibonBn hervo^ die KonzentratioD Nr. 5 induzierte dnen leichten Jucbdz im Ptobegebiet Nc 4 rief nadi^lO 
S^h T^X^^ 'J^-i^ 3 upd 2riefbn mumpleQuadddn (Dun:hmesserZtL^^ 
ten nach 15-20 mm die maximalc Anspragung (F%. 8d) uod bildeten sich aUe nach 45 min zurilct 
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P070] Nach detn Reibetest wurde der Pricktest mit deo gldchen XferdOnnungeo (Nk 10 bis Ni; 5) in auftteieenden 

Konzrntmionen Nt 10 und Nr. 9 wuide keine unminelbare Hautieak. 
tK« beobaehteL (^to und HautrBtung initen in den Konzentrationen Nr. 8 (3,12 Dg/vi) bis Nr. 5 (25 ng/ul) auf. Der 

8) 15 ifflii(Kc«Bent«tionNr. 6) (Ffe. 8c). Auf- 
grund di=r Starke derSeakhonen von den Konzentntionen Nt 8 Ms Nt 5 wurden Konzenbationen Ni: 4 bisV 1 nicht 
hI^Ih K-fn^^ wunten zi^Dolcunieotalionbei ihrerina^ nach 20 nrin mit dnem Still mar- 

Kimiindbildetensicfanach45iiunspontanzurOcL ^I'uai 
mm Bei dBi Ablesimg nadi 24 h wurden innofaalb der marideiten (henzen der vorangegangenen Soforttyp-Reak- 
^J^T"^ IVta al, Sp8lpha««Heakdon das Pricktests beobach tet (Big. 9d). S^kL t4toi aSvSi 

LhL^^.if^gS):'*^'*''^""^'^^*^^ 10bisNt7kdneekzemaie«ReaktioDbeoi£ 

BeispidS 

ImmunoWot-Miibition undNachwdsderKreuzreaktivitat dcsp40 Allergens mit AUeigenen verschiedener Spezies 
SL,^*^ "'"^ ^' enzymatische Aigininkinaseakti vitSt praktisch in alien untersuchten In- 

HunanBr (Homarus ganimarusX Miesmuschel (Mytilus edulis), und Kabeljau (Gadus moiiiua) alsS^ 

K J^!^T'^'*^°7?"^'***^ KQchenschabe stammten von Phannacia/Albigoo. Die verschied^ 

^^^^^tiT^^^^ '^^r^" Zustand auf demNaschmaAtin Wenerwot^n. Es «Lde »S 
^ f ^ ^i^SL^ veraiteitct Die veiscUedenen Ptoben (1 -5 g) wurden in flUssigem Stickstoffdn^fr^ 

ffwi 10^„^*^o,^^^°,^'r^^^f^«r*'^^ undG..6er»n. 1986) wuidezige»4 und die ft^ 

ZrS' D^. daiatunert. unl&diche Bestandtdle wurden lOmin bei 14500 Upmmd 4»C abzentrifa- 30 

Swr^ '^I ''"f ^^'^ Coojnassie-gefirbten SDS-PwSamidS 

M/io^^m"^'^!?^!^"^" ™dvondenPatientenH89iindH32wurdi»inderKonzBnlialion 1 • lOmitPuf- 
PH7.5) vMdlnnt. Jc In^daProben wurde entwedcr mit 10 jig dcs t«kombinanten p40 Altergens ndt Hexalristidin^Min 

S^hL^tl?!!' untMsuchtenlnvertebTatenspezies reagiefleo die Seien mit cinerBande im Bei«cfa von 40kDa. die 
^sflaubnnlbe) oder abge^hwScht (Blcheoschabe. Gamele. Hnmm«;Miesm«chel) wurde OfelW Ito&S^' 
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SEQUENZPROTOKOLL 



<110> puchene, Michael 



<120> Rekombinante Allergens aus der Motte Plodia 
interpunctella 

<130> 22034pdemd 

<140> 
<141> 

<160> 8 

<170> Patent In Ver, 2.1 



10 



15 



20 



<210> 1 

<211> 1294 

<212> DNA 

<213> Plodia interpunctella ^ 

<220> 

<221> CDS 

<222> (25).. (1089) 



30 



<400> 1 

tcaagtgtca gaaaagcagc agca atg gtg gac gcc get acc ctt gag aaa 51 35 

Met Val Asp Ala Ala Thr Leu Glu Lys 
1 5 



ttg gag get ggc ttc age aag ctt gcc gcc tec gac tea aag teg ctg 
Leu Glu Ala Gly Phe Ser Lys Leu Ala Ala Ser Asp Ser Lys Ser Leu 
10 15 20 25 

ctg aag aaa tac etc acc agg gag gta ttt gat get etc aag aac aag 147 
Leu Lys Lys Tyr Leu Thr Arg Glu Val Phe Asp Ala Leu Lys Asn Lys 
30 35 40 



99 



aag acc tea ttt ggt tea act etc ctg gat tct ate cag tea ggt gtt 
Lys Thr Ser Phe Gly Ser Thr Leu Leu Asp Ser He Gin Ser Gly Val 
45 50 55 



195 



gag aac tta cat teg ggt gtt gga att tat gcc cea gat get gag gca 243 
Glu Asn Leu His Ser Gly Val Gly He Tyr Ala Pro Asp Ala Glu Ala 
60 .65 70 



tat gta gta ttt gca gac ttg ttc gac ecc ate att gaa gat tac cac 
Tyr Val Val Phe Ala Asp Leu Phe Asp Pro He He Glu Asp Tyr His 



291 
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aat ggc ttc aag aaa acc gac aag cac cct ccc aag aac tgg gga gat 339 
Asn Gly Phe Lys Lys Thr Asp Lys His Pro Pro Lys Asn Trp Gly Asp 
3 50 95 100 105 

gtt gag acc etc ggg aac ttg gat cct get ggt gaa ttt gtt gtc tec 387 
Val Glu Thr Leu Gly Asn Leu Asp Pro Ala Gly Glu Phe Vai Val Ser 
10 HO 115 120 

acc cgt gtc cgc tgc ggt cgc tec atg gaa ggc tac cca ttc aac ccc 435 
Thr Arg Val Arg Cys Gly Arg Ser Met Glu Gly Tyr Pro Phe Asn Pro 
125 130 135 



15 



tgc tta aca gag gee caa tac aag gaa atg gaa gag aaa gtc tec tec 483 
^ Cys Leu Thr Glu Ala Gin Tyr Lys Glu Met Glu Glu Lys Val Ser Ser 
140 145 150 

aca etc tec ggc etc gag ggt gaa ctg aaa ggc acc ttt ttc cca etc 531 
25 Thr Leu Ser Gly Leu Glu Gly Glu Leu Lys Gly Thr Phe Phe Pro Leu 
155 160 165 

aca ggc atg tec aag gag act caa caa cag ttg att gat gac cac ttc 579 
^ Thr Gly Met Ser Lys Glu Thr Gin Gin Gin Leu lie Asp Asp His Phe 
^70 175 180 185 

35 9ag ggt gat cgc ttc etc cag gee get aac get tgc cgc 627 

Leu Phe Lys Glu Gly Asp Arg Phe Leu Gin Ala Ala Asn Ala Cys Arg 
190 195 200 

40 ttc tgg ccc tec ggt cgt ggc ate tac cac aat gag aac aag act ttc 675 
Phe Trp Pro Ser Gly Arg Gly lie Tyr His Asn Glu Asn Lys Thr Phe 
205 210 215 



45 



50 



55 



6S 



Ctg gta tgg tgc aat gag gag gac cac etc cgt ctg ate tec atg caa 723 
Leu Val Trp Cys Asn Glu Glu Asp His Leu Arg Leu He Ser Met Gin 
220 225 230 

atg ggc ggc gac ctg aag cag gtg tac aag agg ctg gtg agg gga gtg 771 
Met Gly Gly Asp Leu Lys Gin Val Tyr Lys Arg Leu Val Arg Gly Val 
235 240 245 

aac gac ate gcg aag agg ate cca ttc teg cac aac gag egg ctg ggc 819 
Asn Asp lie Ala Lys Arg He Pro Phe Ser His Asn Glu Arg Leu Gly 
"0 255 260 265 

ttc ctg act ttc tgc ccc acc aac ctg ggc aca acg gtg cgc gca teg 867 
Phe Leu Thr Phe Cys Pro Thr Asn Leu Gly Thr Thr Val Arg Ala Ser 
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270 275 



280 



gtg cac ate aag ctg ccc aag ctg gcg gcc gac aag gcc aag ctg gag 915 
Val His He tys Leu Pro Lys Leu Ala Ala Asp Lys Ala Lys Leu Glu 
285 290 295 

gag gtg gcc age aag tac cac ctg cag gtg cgc ggc acc cgc ggc gag 963 
Glu Val Ala Ser Lys Tyr His Leu Gin Val Arg Gly Thr Arg Gly Glu 
300 305 310 

cac acg gag gcc gag ggc ggc gtc tac gac ate tec aac aag agg cgc 1011 
His Thr Glu Ala Glu Gly Gly Val Tyr Asp He Ser Asn Lys Arg Arg 
315 320 325 

atg gga etc acc gag tac gaa gcc gtc aag gag atg tac gac ggc ate 1059 
Met Gly Leu Thr Glu Tyr Glu Ala Val Lys Glu Net Tyr Asp Gly He 
33S 340 345 



get gaa ctg ate aaa ate gag aaa tec ctg taagatgttt aacgatcteg 
Ala Glu Leu He Lys He Glu Lys Ser Leu 
350 355 



1109 



cgctatcagt attttttgta ttatttatcg ttttcacata agtattggat gtgaaggggc 1169 
gagggegaca ctagtcagcg gecttgagcg gggcegggca cgcgggcggc ccactatact 1229 
gtttcgtaaa agtattgtct ataaggaaat ggaaaataaa gaeagctagc gttaagacaa 1289 
aaaaa 

1294 



<210> 2 
<2H> 355 
<212> PRT 

<213> Plodia interpunctella 
<400> 2 

Met Val Asp Ala Ala Thr Leu Glu Lys Leu Glu Ala Gly Phe Ser Lys 
1 ■ 5 10 15 

Leu Ala Ala Ser Asp Ser Lys Ser Leu Leu Lys Lys Tyr Leu Thr Arg 
20 25 30 

Glu Val Phe Asp Ala Leu Lys Asn Lys Lys Xhr Ser Phe Gly Ser Thr 
35 40 45 

Leu Leu Asp Ser He Gin Ser Gly Val Glu Asn Leu His Ser Gly Val 
50 55 60 
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Gly lie Tyr Ala Pro Asp Ala Glu Ala Tyr Val Val Phe Ala Asp Leu 
^5 70 75 80 

5 

Phe Asp Pro lie He Glu Asp Tyr His Asn Gly Phe Lys Lys Thr Asp 
85 90 95 

10 Lys His Pro Pro Lys Asn Trp Gly Asp Val Glu Thr Leu Gly Asn Leu 
100 105 110 

^ Asp Pro Ala Gly Glu Phe Val Val Ser Thr Arg Val Arg Cys Gly Arg 
115 120 125 

Ser Met Glu Gly Tyr Pro Phe Asn Pro Cys Leu Thr Glu Ala Gin Tyr 
20 130 135 



25 



30 



Lys Glu Met Glu Glu Lys Val Ser Ser Thr Leu Ser Gly Leu Glu Gly 
145 150 155 



160 



Glu Leu Lys Gly Thr Phe Phe Pro Leu Thr Gly Met Ser Lys Glu Thr 
165 170 175 

Gin Gin Gin Leu He Asp Asp His Phe Leu Phe Lys Glu Gly Asp Arg 



180 



185 



190 



35 Phe Leu Gin Ala Ala Asn Ala Cys Arg Phe Trp Pro Ser Gly Arg Gly 
195 200 205 

He Tyr His Asn Glu Asn Lys Thr Phe Leu Val Trp Cys Asn Glu Glu 
210 215 220 



45 



50 



Asp His Leu Arg Leu He Ser Met Gin Met Gly Gly Asp Leu Lys Gin 
230 235 240 

Val Tyr Lys Arg Leu Val Arg Gly Val Asn Asp He Ala Lys Arg He 
245 250 255 

Pro Phe Ser His Asn Glu Arg Leu Gly Phe Leu Thr Phe Cys Pro Thr 
260 265 270 



» Asn Leu Gly Thr Thr Val Arg Ala Ser Val His He Lys Leu Pro Lys 
2*^5 280 285 

^ Leu Ala Ala Asp Lys Ala Lys Leu Glu Glu Val Ala Ser Lys Tyr His 
290 295 300 



Leu Gin Val Arg Gly Thr Arg Gly Glu His Thr Glu Ala Glu Gly Gly 



65 



305 



310 



315 



320 
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Val Tyr Asp He Ser Asn Lys Arg Arg Met Gly Leu Thr Glu Tyr Glu 
325 330 335 

Ala Val Lys Glu Met Tyr Asp Gly He Ala Glu Leu He Lys He Glu 
340 345 350 



Lys Ser Leu 
355 



<210> 3 
<211> 1092 
<212> DNA 

<213> Plodia interpunctella 

<220> 

<221> CDS 

<222> (31).. (885) 

<400> 3 

acaggaeagt agacacacaa agccaccacc atg gac gcg ate aag aag aag atg 54 

Met Asp Ala He Lys Lys Lys Met 
1 5 



cag gcg atg aag ctg gag aag gac aac get ttg gac cgc get gcc atg 
Gin Ala Met Lys Leu Glu Lys Asp Asn Ala Leu Asp Arg Ala Ala Met 

15 20 



102 



tgc gag cag cag gcc aag gac gcc aac etc cgt get gag aag gcc gag 150 
Cys Glu Gin Gin Ala Lys Asp Ala Asn Leu Arg Ala Glu Lys Ala Glu 
" 30 35 40 

gag gag gcc aga caa ttg cag aag aag ate cag acg att gag aac gat 198 
Glu Glu Ala Arg Gin Leu Gin Lys Lys He Gin Thr He Glu Asn Asp 
45 50 55 

ctg gac cag acg cag gag gcg etc atg cag gtc aac gcc aag ctg gaa 246 
Leu Asp Gin Thr Gin Glu Ala Leu Met Gin Val Asn Ala Lys Leu Glu 
60 65 70 

gag aaa garg aaa get ett cag aac get gag tec 'gaa gtc get gcc etc 294 
Glu Lys Glu Lys Ala Leu Gin Asn Ala Glu Ser Glu Val Ala Ala Leu 
■'S 80 85 

aac cga cgt ate caa ctg ctg gaa gag gac etc gag agg tec gag gag 342 
Asn Arg Arg He Gin Leu Leu Glu Glu Asp Leu Glu Arg Ser Glu Glu 
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5 



10 



15 



20 



25 



40 



50 



55 



90 95 100 

cgc etc gcc acc gcc aca gcc aaa ctg tec gaa gcc age cag get gee 390 
Arg Leu Ala Thr Ala Thr Ala Lys Leu Ser Glu Ala Ser Gin Ala Ala 
105 110 115 120 

gat gag teg gaa cgt gcc cgc aag gtg etc gag aac agg tea ttg get 438 
Asp Glu Ser Glu Arg Ala Arg Lys Val Leu Glu Asn Arg Ser Leu Ala 
125 130 135 

gat gaa gag cgt atg gac get ttg gag aac cag ctg aag gaa gcc agg 486 
Asp Glu Glu Arg Met Asp Ala Leu Glu Asn Gin Leu Lys Glu Ala Arg 
140 145 150 

ttc ctt get gag gaa gcc gac aag aaa tac gat gag gtt get cgt aag 534 
Phe Leu Ala Glu Glu Ala Asp Lys Lys Tyr Asp Glu Val Ala Arg Lys 
155 160 165 



ctg gcc atg gtt gag get gac ctg gag cgc gcg gag gag cgt gcc gaa 582 
Leu Ala Met Val Glu Ala Asp Leu Glu Arg Ala Glu Glu Arg Ala Glu 
30 170 175 180 

tec ggc gaa tec aaa ate gtc gag ctt gag gaa gaa ctg cgc gtg gtt 630 
Ser Gly Glu Ser Lys lie Val Glu Leu Glu Glu Glu Leu Arg Val Val 
^ 185 190 195 200 



ggc aac aac ttg aaa tec ctg gaa gtc tec gag gag aag gcc aac caa 678 
Gly Asn Asn Leu Lys Ser Leu Glu Val Ser Glu Glu Lys Ala Asn Gin 
205 210 215 



cgt gag gag gag tac aaa aat cag ate aaa acc etc acc acc cgc eta 726 
45 Arg Glu Glu Glu Tyr Lys Asn Gin lie Lys Thr Leu Thr Thr Arg Leu 
220 225 230 



aag gag get gag gcc cgc get gag ttc gcc gag cgt tec gtg cag aaa 774 
Lys Glu Ala Glu Ala Arg Ala Glu Phe Ala Glu Arg Ser Val Gin Lys 
235 240 245 

Ctg caa aag gag gtc gac agg ctt gaa gac gaa ctg gtg get gag aag 822 
Leu Gin Lys Glu Val Asp Arg Leu Glu Asp Glu Leu Val Ala Glu Lys 
250 255 260 

gag aaa tac aaa gat att ggt gac gac ctg gac ace ccc ttc gtc gag 870 
Glu Lys Tyr Lys Asp lie Gly Asp Asp Leu Asp Thr Pro Phe Val Glu 
265 270 275 280 

65 etc ate etc aag gaa taaactcctc acgttggtca cctgggcctg tcccatgcgg 925 
Leu He Leu Lys Glu 
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285 

ggcagaccca cgggtcattc caagacgcgg ctcttccgcc agcgattcaa catctgtaca 985 
gatgttatat tcattttata ctcatttaaa atatttaaat ctatagtttt atggcggtat 1045 
ttattttcga gtaatataat aaataattta ttacttattt aaaaaaa 1092 



<210> 4 
<211> 285 
<212> PRT 

<213> Plodia interpunctella 
<400> 4 

Met Asp Ala He Lys Lys Lys Met Gin Ala Met Lys Leu Glu Lys Asp 
15 10 15 

Asti Ala Leu Asp Arg Ala Ala Met Cys Glu Gin Gin Ala Lys Asp Ala 
20 25 30 

Asn Leu Arg Ala Glu Lys Ala Glu Glu Glu Ala Arg Gin Leu Gin Lys 
35 40 45 

Lys He Gin Thr He Glu Asn Asp Leu Asp Gin Thr Gin Glu Ala Leu 
50 55 60 

Met Gin Val Asn Ala Lys Leu Glu Glu Lys Glu Lys Ala Leu Gin Asn 
65 70 75 80 

Ala Glu Ser Glu Val Ala Ala Leu Asn Arg Arg He Gin Leu Leu Glu 
85 90 95 

Glu Asp Leu Glu Arg Ser Glu Glu Arg Leu Ala Thr Ala Thr Ala Lys 
100 105 110 

Leu Ser Glu Ala Ser Gin Ala Ala Asp Glu Ser Glu Arg Ala Arg Lys 
115 120 125 

Val Leu Glu Asn Arg Ser Leu Ala Asp Glu Glu Arg Met Asp Ala Leu 
130 135 140 

Glu Asn Gin Leu Lys Glu Ala Arg Phe Leu Ala Glu Glu Ala Asp Lys 
1^5 150 155 160 

Lys Tyr Asp Glu Val Ala Arg Lys Leu Ala Met Val Glu Ala Asp Leu 
165 170 175 
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Glu Arg Ala Glu Glu Arg Ala Glu Ser Gly Glu Ser Lys lie Val Glu 
180 185 190 

Leu Glu Glu Glu Leu Arg Val Val Gly Asn Asn Leu Lys Ser Leu Glu 
195 200 205 

10 Val Ser Glu Glu Lys Ala Asn Gin Arg Glu Glu Glu Tyr Lys Asn Gin 
210 215 220 

lie Lys Thr Leu Thr Thr Arg Leu Lys Glu Ala Glu Ala Arg Ala Glu 
225 230 235 240 

Phe Ala Glu Arg Ser Val Gin Lys Leu Gin Lys Glu Val Asp Arg Leu 
20 245 250 255 

Glu Asp Glu Leu Val Ala Glu Lys Glu Lys Tyr Lys Asp lie Gly Asp 
260 265 270 

25 

Asp Leu Asp Thr Pro Phe Val Glu Leu lie Leu Lys Glu 
275 280 285 

30 



<210> 5 
<211> 2230 

35 

<212> DNA 



<213> Plodia interpunctella 

40 <220> 

<221> CDS 

<222> (13).. (2127) 

« <400> 5 

ggtgggtgga eg atg aag act gtc ctg ate tta get ggc etc gtg gee ctg 51 

Met Lys Thr Val Leu He Leu Ala Gly Leu Val Ala Leu 
50 ^ 5 10 

gcc gcg ggc aac acc ttc ccg gta ttc aga tat gac cac gtc gaa act 99 
Ala Ala Gly Asn Thr Phe Pro Val Phe Arg Tyr Asp His Val Glu Thr 
55 15 20 25 

aga aaa ttg gaa gga gac ctt tta cag tac cag teg aaa ttt ctg tct 147 
Arg Lys Leu Glu Gly Asp Leu Leu Gin Tyr Gin Ser Lys Phe Leu Ser 
^ 30 35 40 45 

ctt ctt gag aat gtg aga cag att gac tac gaa gcg gag tac tac aaa 195 
^ Leu Leu Glu Asn Val Arg Gin He Asp Tyr Glu Ala Glu Tyr Tyr Lys 
50 55 60 
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gtt ggc aag ggt tac gac ate gta gcc age ata gag aac tat tct gac 243 
Val Gly Lys Gly Tyr Asp lie Val Ala Ser He Glu Asn Tyr Ser Asp 
65 70 75 

caa gat gca gtc agg gcg ttt get ggt ctt cga gaa att ggt ttc atg 291 
Gin Asp Ala Val Arg Ala Phe Ala Gly Leu Arg Glu He Gly Phe Met 
80 85 90 



10 



ccc aaa get tac aea ttc tec att ttc tac gac agg cag aga gaa gaa 339 
Pro Lys Ala Tyr Thr Phe Ser He Phe Tyr Asp Arg Gin Arg Glu Glu 

95 100 105 15 

get aag att att tat gac ttg ttc. tac age get aaa gat ttg gac act 387 
Ala Lys He He Tyr Asp Leu Phe Tyr Ser Ala Lys Asp Leu Asp Thr 
110 115 120 125 



20 



25 



ttc tac aag act gta gcc tac ggc cga ate tat ttc aac gag tat cag 435 
Phe Tyr Lys Thr Val Ala Tyr Gly Arg He Tyr Phe Asn Glu Tyr Gin 
130 135 140 

ttc atg tat get ttc tat get gcg att att cag cgc tct gat acc aca 483 
Phe Met Tyr Ala Phe Tyr Ala Ala He He Gin Arg Ser Asp Thr Thr 
145 150 155 



gga ate gtc tta cca get eca tat gaa ctg tat cct gaa tat ttc ttg 531 
Gly He Val Leu Pro Ala Pro Tyr Glu Leu Tyr Pro Glu Tyr Phe Leu 
160 165 170 



35 



aac atg tat acg ate caa aga atg tac cga aca cag atg caa agt ggt 579 40 

Asn Met Tyr Thr He Gin Arg Met Tyr Arg Thr Gin Met Gin Ser Gly 
"5 180 185 

ata ttc aat gag gaa gtt get agt aac tat ggt ate tgg aag atg gat 627 4S 

Tie Phe Asn Glu Glu Val Ala Ser Asn Tyr Gly He Trp Lys Met Asp 
150 195 200 205 



aat aac tac tat tat tac tac aac tac tct aat ccc ttg acg tac aga 
Asn Asn Tyr Tyr Tyr Tyr Tyr Asn Tyr Ser Asn Pro Leu Thr Tyr Arg 
210 215 220 



50 

675 



aat cag gag tac aga ttg tct tat ttg aca gaa gac ata ggc tgg aac 723 
Asn Gin Glu Tyr Arg Leu Ser Tyr Leu Thr Glu Asp He Gly Trp Asn 
225 230 235 

tct tac tat tac tac ttc cac aat ctt atg cct ttc tgg ggc aaa ggc 771 
Ser Tyr Tyr Tyr Tyr Phe His Asn Leu Met Pro Phe Trp Gly Lys Gly 
240 245 250 



55 



GO 



6S 



23 
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gag gac ttt att ggt ate ttc aag gaa cgc cgt gga gaa ttc tac tac 819 
61u Asp Phe He Gly He Phe Lys Glu Arg Arg Gly 61u Phe Tyr Tyr 
255 , 260 265 



10 



tac ttc tat cag caa etc ttg tot cgt tac tac ctt gag cgt ttg agt 
Tyr Phe Tyr Gin Gin Leu Leu Sec Arg Tyr Tyr Leu Glu Arg Leu Ser 
275 280 285 



40 aag tea ata aac ttt gtt ggc aac ttt tgg caa gga aac ccg gac ctg 
Lys Ser He Asn Phe Val Gly Asn Phe Trp Gin Gly Asn Pro Asp Leu 
370 375 



4S 



SO 



5S 



60 



867 



aat ggc ttg gga gaa att cca gat ttc tct tgg tac caa cct ctg agg 915 
Asn Gly Leu Gly Glu He Pro Asp Phe Ser Trp Tyr Gin Pro Leu Arg 
" 290 295 300 

agt ggt tac tat cca get ata tat acg age tea gcc tat ccg ttt get 963 
^ Ser Gly Tyr Tyr Pro Ala He Tyr Thr Ser Ser Ala Tyr Pro Phe Ala 
305 310 315 

caa cgt ccc aac tat tat tac atg gga act gaa gaa aat gtt gac tac 1011 
2S Gin Arg Pro Asn Tyr Tyr Tyr Met Gly Thr Glu Glu Asn Val Asp Tyr 
320 325 330 

ate caa ttc ctt gat get cag gaa aag age ttt gtg caa ttt ctg cag 1059 
30 He Gin Phe Leu Asp Ala Gin Glu Lys Ser Phe Val Gin Phe Leu Gin 
335 340 345 

^ att ggc cag ttt aag gca ttt aaa caa gat gta gac ttc cgc aac tec 1107 
He Gly Gin Phe Lys Ala Phe Lys Gin Asp Val Asp Phe Arg Asn Ser 
355 360 365 



1155 



1203 



1251 



tac gat aag tac gga agg gaa gta aac tat gac gac tec tac gaa ate 
Tyr Asp Lys Tyr Gly Arg Glu Val Asn Tyr Asp Asp Ser Tyr Glu He 
385 390 

ate get cgc cgc gtg ctt ggt get get cct ccg ace tee gac aat tac 
He Ala Arg Arg Val Leu Gly Ala Ala Pro Pro Thr Ser Asp Asn Tyr 
"0 405 410 

gaa ttc gtg ccg tct get ctg gac ttc tac cag act tea ctt cgt gat 1299 
Glu Phe Val Pro Ser Ala Leu Asp Phe Tyr Gin Thr Ser Leu Arg Asp 
*15 420 425 



ccc gcc ttc tac atg etc tat aac aag ate atg age tac att gta cag 1347 
Pro Ala Phe Tyr Met Leu Tyr Asn Lys He Met Ser Tyr He Val Gin 
« 435 440 445 
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tac aag gaa tgg ttg gag ccc tat gat caa gag gta ctt cac tac tec 1395 
Tyr Lys Giu Trp Leu Glu Pro Tyr Asp Gin Glu Val Leu His Tyr Ser 
450 455 460 

ggt gtc aag ate aat gac gtc agt gtt ggt aac ttg act acc ttc ttc 1443 
Gly Val Lys lie Asn Asp Val Ser Val Gly Asn Leu Thr Thr Phe Phe 
465 470 475 



10 



gag tac tat gac ttc aac gcc acc aat gca gtt ttc tta agt gac caa 1491 
Glu Tyr Tyr Asp Phe Asn Ala Thr Asn Ala Val Phe Leu Ser Asp Gin 

480 485 490 15 

gag att caa caa caa tat tct tea ttc ate gta cgt caa ccg cgt ttg 1539 
Glu lie Gin Gin Gin Tyr Ser Ser Phe He Val Arg Gin Pro Arg Leu 
495 500 505 

aac cac gaa cct ttc tec gtg acc ate gat gtt aag tct gac gtt gag 1587 
Asn His Glu Pro Phe Ser Val Thr He Asp Val Lys Ser Asp Val Glu 
515 520 525 



20 



2S 



gcg gaa gcg tac ttc aag ate ttt gtt ggt cct aaa tat gat gga gaa 1635 
Ala Glu Ala Tyr Phe Lys He Phe Val Gly Pro Lys Tyr Asp Gly Glu 30 
530 535 540 



ggt cgc cct ctt age ttg gaa gat aac tgg atg aac ttc gtg gaa ttg 1683 
Gly Arg Pro Leu Ser Leu Glu Asp Asn Trp Met Asn Phe Val Glu Leu 
545 550 555 



35 



gac tgg ttc acc cac aaa ttg acg tea gga cag aac aag gtt gag cgc 1731 40 
Asp Trp Phe Thr His Lys Leu Thr Ser Gly Gin Asn Lys Val Glu Arg 
560 565 570 

aaa tct gag gaa ttc ttc ttc ttt aaa gag gac tec gtc tea atg tct 1779 ^ 
Lys Ser Glu Glu Phe Phe Pha Phe Lys Glu Asp Ser Val Ser Met Ser 
575 580 585 

aag ate tat gaa etc ctg aaa cag ggc cag gta cct gaa age atg tec 1827 ^ 

Lys He Tyr Glu Leu Leu Lys Gin Gly Gin Val Pro Glu Ser Met Ser 
590 595 600 605 

55 

gaa gac tac gac tct atg eca age aga ctg atg ttg ccc aga ggc act 1875 

Glu Asp Tyr Asp Ser Met Pro Ser Arg Leu Met Leu Pro Arg Gly Thr 

610 615 620 



ccg ggt ggt ttc cct gta cag ttc ttc gtc ttc' gtg tac eca tac caa 1923 
Pro Gly Gly Phe Pro Val Gin Phe Phe Val Phe Val Tyr Pro Tyr Gin 
625 630 635 



60 



65 



25 
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get etc age aaa gac eta gag get atg aag aat ate ate ctt gac aac 1971 
Ala Leu Ser Lys Asp Leu Glu Ala Met Lys Asn lie lie Leu Asp Asn 
5 640 645 650 

aaa cct ttg ggc tat cca ttt gac cgt cct gtc gag tac ccg tat etc 2019 
Lys Pro Leu Gly Tyr Pro Phe Asp Arg Pro Val Glu Tyr Pro Tyr Leu 
10 655 660 665 

ttc tta eaa cct aat atg tac ttt gaa gac gtc aat ate tac cac aga 2067 
Phe Leu Gin Pro Asn Met Tyr Phe Glu Asp Val Asn lie Tyr His Arg 
fi'^O 675 680 685 

ggc cct eaa tac ecc tgg tgg agt aat ggc eaa ttc cgt ctg aat gaa 2115 
^ Gly Pro Gin Tyr Pro Trp Trp Ser Asn Gly Gin Phe Arg Leu Asn Glu 
690 695 700 

gta cct aga caa taaaggagag agaaagagtt cttgaaccaa aacatttaaa 2167 
2s val Pro Arg Gin 
705 

^ gctagtagaa cactatagtc acaataaaat aaaaattttt atagtaaaaa aaaaaaaaaa 2227 

2230 

35 

<210> 6 
<2ll> 705 
<212> PRT 
40 <213> Plodia interpunctella 

<400> 6 

Met Lys Thr Val Leu He Leu Ala Gly Leu Val Ala Leu Ala Ala Gly 
^ ^ S 10 15 

Asn Thr Phe Pro Val Phe Arg Tyr Asp His Val Glu Thr Arg Lys Leu 
50 2^ 25 30 

Glu Gly Asp Leu Leu Gin Tyr Gin Ser Lys Phe Leu Ser Leu Leu Glu 
35 40 45 

55 

Asn Val Arg Gin He Asp Tyr Glu Ala Glu Tyr Tyr Lys Val Gly Lys 
50 55 60 

«> Gly Tyr Asp He Val Ala Ser He Glu Asn Tyr Ser Asp Gin Asp Ala 
^5 70 75 80 



6S 



Val Arg Ala Phe Ala Gly Leu Arg Glu He Gly Phe Met Pro Lys Ala 
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85 90 95 

Tyr Thr Phe Ser He Phe Tyr Asp Arg Gin Arg Glu Glu Ala Lys He 



100 



XOS no 

He Tyr Asp Leu Phe Tyr Ser Ala Lys Asp Leu Asp Thr Phe Tyr Lys 



lis 



120 



125 



Thr Val Ala Tyr Gly Arg He Tyr Phe Asn Glu Tyr Gin Phe Met Tyr 
"0 135 140 

Ala Phe Tyr Ala Ala He He Gin Arg Ser Asp Thr Thr Gly He Val 

145 150 ICC 

^=>" 155 

Leu Pro Ala Pro Tyr Glu Leu Tyr Pro Glu Tyr Phe Leu Asn Met Tyr 
165 170 

Thr He Gin Arg Met Tyr Arg Thr Gin Met Gin Ser Gly He Phe Asn 
180 185 190 

Glu Glu Val Ala Ser Asn Tyr Gly He Trp Lys Met Asp Asn Asn Tyr 
195 200 205 

Tyr Tyr Tyr Tyr Asn Tyr Ser Asn Pro Leu Thr Tyr Arg Asn Gin Glu 
210 215 220 

Tyr Arg Leu Ser Tyr Leu Thr Glu Asp He Gly Trp Asn Ser Tyr Tyr 



230 



235 240 
Tyr Tyr Phe His Asn Leu Met Pro Phe Trp Gly Lys Gly Glu Asp 



245 



Phe 



250 255 

He Gly He Phe Lys Glu Arg Arg Gly Glu Phe Tyr Tyr Tyr Phe Tyr 
260 



265 270 

Gin Gin Leu Leu Ser Arg Tyr Tyr Leu Glu Arg Leu Ser Asn Gly Leu 
275 - " 



280 



285 



Gly Glu He Pro Asp Phe Ser Trp Tyr Gin Pro Leu Arg Ser Gly Tyr 

€» S\9 — — 



295 



300 



Tyr Pro Ala He Tyr Thr. Ser Ser Ala Tyr Pro Phe Ala Gin Arg Pro 
310 315 320 



Asn Tyr Tyr Tyr Met Gly Thr Glu Glu Asn Val Asp Tyr He Gin Phe 
325 330 335 

Leu Asp Ala Gin Glu Lys Ser Phe Val Gin Phe Leu Gin He Gly Gin 
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345 350 



Phe Lys Ala Phe Lys Gin Asp Val Asp Phe Arg Asn Ser Lys Ser He 



355 



360 



365 



Asn Phe Val Gly Asn Phe Trp Gin Gly Asn Pro Asp Leu Tyr Asp Lys 
10 370 375 380 

Tyr Gly Arg Glu Val Asn Tyr Asp Asp Ser Tyr Glu He He Ala Arg 
385 390 395 400 

Arg Val Leu Gly Ala Ala Pro Pro Thr Ser Asp Asn Tyr Glu Phe Val 
405 410 415 

Pro Ser Ala Leu Asp Phe Tyr Gin Thr Ser Leu Arg Asp Pro Ala Phe 
420 425 430 

25 Tyr Met Leu Tyr Asn Lys He Met Ser Tyr He Val Gin Tyr Lys Glu 
435 440 445 



15 



20 



30 



35 



40 



Trp Leu Glu Pro Tyr Asp Gin Glu Val Leu His Tyr Ser Gly Val Lys 
450 455 460 

He Asn Asp Val Ser Val Gly Asn Leu Thr Thr Phe Phe Glu Tyr Tyr 



465 



470 



475 



480 



Asg Phe Asn Ala Thr Asn Ala Val Phe Leu Ser Asp Gin Glu He Gin 
485 490 

Gin Gin Tyr Ser Ser Phe He Val Arg Gin Pro Arg Leu Asn His Glu 
500 505 510 



« Pro Phe Ser Val Thr He Asp Val Lys Ser Asp Val Glu Ala Glu Ala 
515 520 525 

^ Tyr Phe Lys He Phe Val Gly Pro Lys Tyr Asp Gly Glu Gly Arg Pro 
530 535 540 

Leu Ser Leu Glu Asp Asn Trp Met Asn Phe Val Glu Leu Asp Trp Phe 
55 545 550 



555 



560 



60 



65 



Thr His Lys Leu Thr Ser Gly Gin Asn Lys Val Glu Arg Lys Ser Glu 
565 570 575 

Glu Phe Phe Phe Phe Lys Glu Asp Ser Val Ser Met Ser Lys He Tyr 
580 585 590 

Glu Leu Leu Lys Gin Gly Gin Val Pro Glu Ser Met Ser Glu Asp Tyr 
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600 605 



Asp Ser Met Pro Ser Arg Leu Met Leu Pro Arg Gly Thr Pro Gly Glv 
610 615 



620 



Phe Pro Val Gin Phe Phe Val Phe Val Tyr Pro Tyr Gin Ala leu Ser 
"0 635 640 

Lys Asp Leo Glu Ala Met Lys Aan lie He Uu Asp Asn Lys Pro Leu 



645 



650 



655 



Gly Tyr Pro Phe Asp Arg Pro Val Glu Tyr Pro Tyr Leu Phe Leu Gin 
660 665 670 

Pro Asn Met Tyr Phe Glu Asp Val Asn lie Tyr flis Arg Gly Pro Gin 
6''5 680 685 

Tyr Pro Trp Trp Ser Asn Gly Gin Phe Arg leu Asn Glu Val Pro Arg 
690 695 700 



Gin 
705 



<210> 7 
<211> 1076 

<212> DNA 

<213> Plodla interpunctella 

<220> 

<221> CDS 

<222> (73).. (834) 



<400> 7 

taactgttat tgctcagtga taatagatta gttattatat tgtcaagaag ctgatacgtt 60 

tgcaaaatca tc atg aat ttc gcc ggt aaa gtt gta att gta acc ggt get 111 
Met Asn Phe Ala Gly Lys Val Val He Val Thr Gly Ala 

age tec ggt att gga gea get aca get gtg tte eta teg aaa eta ggc 159 
Ser ser Gly lie Gly Ala Ala Thr Ala Val Phe Leu Ser Lys Leu Gly 
15 20 25 

get aag ctt tct etg aeg gga egt aac gtc gag aat ctt aag aaa gtt 207 
Ala Lys Leu Ser Leu Thr Gly Arg Asn Val Glu Asn Leu Lys Lys Val 
^° 35 40 ^5 
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agt cag gat tgc gaa aaa tec acc cag aca cac tac ate gcc gcc gac 
Ser Gin Asp Cys Glu Lys Sex Thr Gin Thr His Tyr He Ala Ala Asp 
s 5° 55 60 

tta acc aaa gaa aaa gat att gaa aat ate gtt aaa age ace att gat 
teu Thr Lys Glu Lys Asp He Glu Asn He Val Lys Ser Thr He Asp 
10 65 70 75 



act ggt tec ate gaa aac aca teg tta gcc eag tac gac agg tta atg 
^ Thr Gly Ser He Glu Asn Thr Ser Leu Ala Gin Tyr Asp Arg Leu Met 
^5 100 105 

aat aca aat gtg cgc tea att tat tac tta acc atg ctg gea gtc eca 
25 Asn Thr Asn Val Arg Ser He Tyr Tyr Leu Thr Met Leu Ala Val Pro 



110 115 120 



125 



40 



45 



SO 



255 



303 



aaa tac ggc caa ett gac gtc ctg gtc aat aat get ggc att ctt gag 351 
Lys Tyr Gly Gin Leu Asp Val Leu Val Asn Asn Ala Gly He Leu Glu 
" 80 85 90 



tio 



65 



399 



447 



eae ctt etc aaa acc aaa ggt aac att gtg aat gta tct agt gtc aat 495 
30 His Leu Leu Lys Thr Lys Gly Asn He Val Asn Val Ser Ser Val Asn 
130 135 140 

« rV T l^^ "'^^ ""^ ^^'^ 9tt teg aag tea 543 

Gly He Arg Ser Phe Pro Gly Val Leu Ala Tyr Asn Val Ser Lys Ser 

150 155 



rll H^ T r^^ ^" "9 5cc ceg aaa 591 

Ala val Asp Gin Phe Thr Arg Cys Val Ala Leu Glu Leu Ala Pro Lys 
160 165 170 

ggg gta ega gtt. aat tgt gtg aat eca gga gtc att ttg aca gaa ctg 639 
Gly yal Arg Val Asn Cys Val Asn Pro Gly Val He Leu Thr Glu Leu 
175 180 1B5 

cag aag egt ggg ggt ttg aac gac eag cag tat gea gca ttt ctg gag 687 
Gin Lys Arg Gly Gly Leu Asn Asp Gin Gin Tyr Ala Ala Phe Leu Glu 
"° 200 205 

aga acc aag gag aca cat gee ttg ggc egg ecg gga aaa ceg gag gag 735 
Arg Thr Lys Glu Thr His Ala Leu Gly Arg Pro Gly Lys Pro Glu Glu 

213 220 

III IZ IT T T "^"^ 9" «9C aat ate 783 

Val Ala Ala Thr He Ala Phe Leu Ala Ser Glu Leu Ala Ser Asn He 

225 230 235 
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act gga gcc agt gtg cct gta gac ggt ggt cgc cat gcc atg tgt cca 831 
Thr Gly Ala Ser Val Pro Val Asp Gly Gly Arg His Ala Met Cys Pro 
240 245 250 

cga taattttttt aataaaatac atgttaattt tttttttact atttacaatt 884 
Arg 

tttcaatcca agcattttac aatgatcaaa gtgtctaaaa ccttttgaat attgtacaat 944 
aaaattttta tatattatag attaagtaaa aacgttcata tacctataat ttgtgtcata 1004 
tggatgtcca tgtgttcata tattttgtta taaccttgtt attttaaaat aaaaacaaat 1064 
aataaaaaaa aa 1076 



<210> 8 
<211> 254 
<212> PRT 

<213> Plodia interpunctella 
<400> 8 

Met Asn Phe Ala Gly hys Val Val He Val Thr Gly Ala Ser Ser Gly 
15 10 15 

He Gly Ala Ala Thr Ala Val Phe Leu Ser Lys Leu Gly Ala Lys Leu 
20 25 30 

Ser Leu Thr Gly Arg Aan Val Glu Asn Leu Lys Lys Val Ser Gin Asp 
35 40 ' 45 

Cys Glu Lys Ser Thr Gin Thr His Tyr He Ala Ala Asp Leu Thr Lys 
50 55 60 

Glu Lys Asp He Glu Asn He Val Lys Ser Thr He Asp Lys Tyr Gly 
^5 70 75 80 

Gin Leu Asp Val Leu Val Asn Asn Ala Gly He Leu Glu Thr Gly Ser 
85 90 95 

He Glu Asn Thr Ser Leu Ala Gin Tyr Asp Arg Leu Met Asn Thr Asn 
100 105 110 

Val Arg Ser He Tyr Tyr Leu Thr Met Leu Ala Val Pro His Leu Leu 
115 120 125 

Lys Thr Lys Gly Asn He Val Asn Val Ser Ser Val Asn Gly He Arg 
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130 .135 140 

Ser Phe Pro Gly Val Leu Ala Tyr Asn Val Sex Lys Ser Ala Val Asp 
ISO 155 160 

Gin Phe Thr Arg Cys Val Ala Leu Glu Leu Ala Pro Lys Gly Val Arg 
165 170 175 

Val A3n Cys Val Asn Pro Gly Val He Leu Thr Glu Leu Gin Lys Arg 
180 185 190 

Gly Gly Leu Asn Asp Gin Gin Tyr Ala Ala Phe Leu Glu Arg Thr Lys 
195 200 205 

Glu Thr His -Ala Leu Gly Arg Pro Gly Lys Pro Glu Glu Val Ala Ala 
210 215 220 

Thr He Ala Phe Leu Ala Ser Glu Leu Ala Ser Asn He Thr Gly Ala 
225 230 235 240 

Ser Val Pro Val Asp Gly Gly Arg His Ala Met Cys Pro Arg 
245 250 

Pateotanspiiiche 

1. NuklcinsSure, kodicrcnd fUr dn alleigeocs Polypeptide umfassend 

(a) einedErinSEQIDNo. 1, 3, 5 oder 7 dagestellten Sequenzen oder ein I%agni^ 
allergeDe Deterannante davon kodiert, 

(b) cine von einer Sequenz gemSB (a) auf Grand dor D^eDeiadon des genetiscben Codes abweicbeode Se- 
quenz, 

(c) eine Sequenz mit einer Wentitat > 80% zu einer der Sequenzen vco (a) oder/und (b) oder 
(^^/^Sequenz, die nrit dner der Sequenzen gemflfi (a), (b) odez/uod (c) untcr stringenten Bedingungen hy- 

2. NukldnsSure, umfassend dnen Bcidch, der fiirdn P61ypq)iid nrit einer SEQ ID No. 2. 4. 6 odcr 8 daiBesteliten 
Sequenz kodiert. 

3. RekombinantBs DNA-Molckiil. das (a) dne Nuldeotidsequenz, cfie filr dn Polyp^d kodiert, das die Antigeni- 
oiS^ if;^*?*?.^ ™* ^ Aminosaunssequcnz in der SEQ ID No. 2, p33 mit der AminosSurescqucnz in der 
oSS S S^* 4> P84 nnt der Aminosauresequcm in der SEQ ID No. 6 oder p27 mit der Aminosaurcsequenz in der 
SEQ ID No. 8 besitzt und aus Arthn^xxfen abgdeitet ist, oder (b) dne Nukleotidsequenz, die mit einer Nukleotid- 
sequenz (a) imter stringenten Bedingungen hybzidisiert, aufwdst 

4. Rdcombinantes DNA-Molckfll nach dnem der AnsprOdie 1-3, das cine Nukleotidsequenz umfaBt, die fUr dn 
Pblypcpnd kodiert, das eine andgcne Kucuzreakii vital und dne Idcntitat > 50% mil dcm p40 AUeigen, dem p33 All- 
f^S^^ ^ AUeigen oderihien Homologen aus anderen Arthropoden besitzt 

5. >feHai;unifessend eine Nukldnsauie nach einem der Anspi^^ 
pressionskonttoUsequenz. 

6. Rckombinantcr DNA-Expiessionsvektor oder cin Klomeningssystem. die dne Expressionskontiollscquenz be- 
ffltzen, die operaliv nrit dnem rekombinanten Molekiil wie in Ansi^iich 3 oder 4 beschrieben, vorkniipft ist 

7. Rekombinanter E3q»essionsvektQr, der eine ExpressionskDntrollsequ«iz besitrt, die funktionell mit einer Nu- 
^tidsequenz verimlipft ist, die untcr stringentm Bedingungen mit einer Nukleotidsequenz hybridisicn, wic sie in 
SEQ ID Nos. 1, 3, 5 oder 7 angegebcn isL 

8. Zelle, transformiert nrit dner Nukleinsaiire nach einem der Anrorikhe 1^ oder dnem \fektor nach dnem der 
An^irQche 5-7. 

9. Allcxgenes Polypcptid, kodiert durch cine der Nukieinsauicn nach einem der Anspitiche 1-4. 

10. POlypepdd nach Anspruch 9 nrit dner in SEQ ID No. 2, 4, 6, oder 8 daigesteUten Anrinosduiesequenz oder aU- 
crgcnc Fragmcnte davon. 

11 . Poly^tid. das mit einem Polypeptid nach Anspnidi 9 oder 10, insbesondeie nrit dnem Polypeptid der SEQ ID 
No. 2, 4, 6 Oder 8 immunolpgisch kxeuzieaktiv ist 

12. Pblypepiid nach einem dear Ansprfldie 9-11, dadutch gekemizdchnet, dass es mit dnem hetcrologen Pbptid 
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oder Polyp^>dd fusiomert ist, 

13. Ein Polypeptid nach AnsjMwh 12, dadurch gckcnnzeichnet, dass das heteiologc Piqrtid oder Polypq>tid dne 
zeUulosebindende Dom^e, P-Galaktosidase oder Glutathion S-lYansferase isL 

14. >ferweDdung ernes Polypeptids nach Anspnich 9-13 oder von Pr^raten dnes salchen Ptolypeptids als Immu- 
Dogen zur Herstellung von Antikdipem. 5 

15. Andkarpergegen ein Polypepdd nach einemderAnsprOche 9-13. 

16. Pharmazeutische Zusammensetzung, umfasseod: 

(a) eine Nukleinsaure nach eanem der AnsprQche 1-4, 

(b) emen lekoizibiDaDtBn Vbklor nach einem der Ansprikbe 5-7, 

(c) dne Zelle nach Anspnich 8, 

(d) dn Polypeptid nach dnem der AnsprQche 9-13 odei/und 

(e) eanen Antikoqier nach Anspnich 15, 

17. ^ferwendupg emer Zusanmiensetzumg nach Anspnich 16 zur HersteUung does diagnostischen undAider thera- 
peutischen MiUds. 

18. ^^rwoidung nach Anspnich 17 ftlr die Ther^e odei/und Diagnose von alleigischen Eikrankungcn. is 

19. Verfehrcn zur Diagnose, bcvorzugt in vitro, emer AUeigie gcgcn Arthropodenpioteme, wobei man eine Probe 
erner Kdrperfliissrigkeit aus dem Patienten, in der Antikorper gegen das Arthropocfenprotdn vennutet werden, mil 
dnem Polypeptid nach Ansprucb 6-13 unterBBdingungenin Kontaktbiingt, die die BUdung eines Komplexes zwi- 
schen dem AntikCrper und dem Polypeptid eimSglichen, wonach der Komplex gcmcsscn wird und zu der Mcnge 
dcs AntikOrpcrs m der Ptobe in Beziehung gesetzt wird, wobei ein erb<*ter Spiegel als Zeichen eincr Allergic gegen 20 
das Arlfart^xxlenprotein gewertet wird, die das Polypeptid enthalt 

20. Aferfahren zur Messung, voizugsweisB in vitro, einer zeUularen Xnununreaktion, wobra ein rekombinantes oder 
synthetisches Ptotdn oder Pblypeptid nach dnem der AnsprQche 9-13 zur StimuUiticxi der zdlulSrcn Immunieak- 
tion verwcndct wird. 

21. VWahren zur Bestimmung voq Arthropodenalleigenen in Proben aus der Umwelt des Menschen, dadurch ge- 25 
kennzeichnet, dass man die Aigimnkinaseaktivitat (EC 2.7.3.3) in den Proben bestimmt 

22. Vierfahren zur Bestimmung v<»i Arthropodcnallergenen in Piobcn aus der Umwelt des Menschen, dadurch ge- 
kcnnzeichiKt, dass man das V^^handensein einer Nukleinsauie nadi Anspnich 1-^ oder eines aUeigene Polypeptids 
nach Anspnich 9-13 bestimmt 

23. ^fefah^e^ zur Bestimmung von ArthropodenalleigBnBn in Proben aus der Umwelt des Mraschen, dadurch ge- 30 
kennzeichnet, dass man das Vorhandenscin der AUergcne p40, p33, p84 oder p27 oder ihrer Homologen bestimmt 

24. Vferfahren nach Anspruch 22, dadurch gckennzeichnet, dass man das \foihandenscin dnes p40 Homologen aus 
MUbe oder Motte bestimmt 

25. VBifahrra zur Herstellung dnes Arzneimittels, das dn synthetisches oder lekambinantes Polypeptid nach An- 
spnich 9-13 enthglt und zur Hyposensibilisierung ammun&crapic) von Patienten mil AUeme gegen p40, p33 p84 35 
Oder p27 Oder ihier Homologen dngesctzt werden kann. ' 

26. Verfahren zur Herstelhing dnes Arzneimittels fiir die passive oder aktive Inmuintbetapie, das solche Pkagmente 
Oder Tbilpeptide des Polypeptids der Erfindung rathalt die zwar ein Epitop oder mehieiB Epitope, insbesondete 
IgE, IgG Oder IgA-Epitope, des p40, des p33, des p84, oder des p27 Allcigens oder ihna- Homologen umfassen. aber 
mcht od« nur m einem stark eingeschranktcn MaB zu dner anaphylaklischen Reakdon fDhicn k^Sonea 
77 \ferwendung einer Argininkinase zur HersteUung eines Arzndmittels odeiAmd eines diagnosdschen Mttels zur 
Behandlung von alleigischen Erkrankungai oder/und zur Bestimmung von AUwgenen. 

28. Aferwendung nach Anspruch 27, dadurch gekcnnzdchnct, dass dne Aigininkmase aus einer Motie oder aus ei- 
ner Aulbe verwendet oder bcslunmt wird, 

29. ^ahren2umNachwBisdnBrAUeigie,bddemdieI>6m>bstmotte,Ex^^ 45 
davon zur Bestimmung der Alleigie eingesetzt wexdcn. 

30. Allergen, dadurch gekcnnzdchnct, dass es sich urn eine Aqgumkmase handdt 

31. Alleigen nach Anspruch 30, dadutch gdcennzeichnet, dass es sich um dne Amninkinase aus einer Motte oder 
emer N£]be handeU. 
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ZEICHNUNGEN SEHES 



Nummer: 



DE10041 541 A1 
C07K ^wo 

14. Marz2002 



Int 07: 

OfTenlBQungstag: 



Fig. 3 



X TCAAiGTGTCAGAAAAGCAGCAGCA 



25 ATGOTGOATOCCOCTACCCTOSaiaWVATT^ 
IMVDAATLEKLBAGPSKLAAS 

85 GACTCAAAGTCGCTQCTGAAGAAATACCTCACCJ^^ 

2XDSKSL LKKYLTRBVPDALKN 

145 AASAAC3ACCrrCATTT6GTTaUlCTCrCCT^^ 
41KKTSPGSTLLDSIQSQVENL 

205 CATTCGGGTCTrGGAATTTATQCCX:a«3AT^^ 
61HSGVGiyAP0AEAYVVPAOL 

265 TTCGACCCCATOITTGAAGATTACCACAATGGCTTCAAGAAAAC^ 
81FDPI IB DYHKQPKKTDKHPP 

325 AAGAACTGGGQAGATGTTGAGACXrcrC^GGAACn-^^ 

101 KKWGDVBTIiGHljDPAGBPVV 
3BS TCCACrCGTGTCCGCroCGOTCGCTCXIATGGAAGGCrACC^ 

121 STRVRCGRSMBQYPPNPCLT 

445 GAGGCCCAATACAAGGAAATGGAAGAGAAAGTCTCCTCCACACTCTCC^^ 

141 EAQYKBMSBKVSSTLSQLBG 

505 GAACTGAAAGGCACCTTTTTCCCACTCAC^^ 

161 EI/KGTPFPLTGMSKETQQQL 
565 ATTGATGACOlCnTCCTGTTCWUSGAGGGTGA 

181 IDDHPLPKEGDRFLQAANAC 

625 CGCTTCTGGCCCTCOGGTCGTGGraTCTACCACAATGAGAAC^^ 
20lRPWPSaRGIYHHENKTFLVW 

685 TGCAATOAGGAGGACCAOCTOSJrCTGAT^ 

221 CNBEDRLRLISMQMGGDLRQ 
745 GTGTACAAGAGGGTGQIGAGGGGAGTGAACXSACA^^ 

241VYKRLVRGV1I0IAKRIPPSH 
805 AACGAGCGGCTGGGCTTCCTQACTTTCTGrc 

261 NERLGFLTFCPTNLQTTVRA 
B65 TCGGTG<»a^TCAAGCTGCCCAAGCTGGCGGCXX3ZU^ 

281SVHlKr.PKLAADKAKZ*EEVA 

325 AGOU^ACCACCTGOUSGTGCGCGGCACCCXSCGGCGAGCACAC^^ 
301SKYHLQVRGTROEHTEAEGG 

985 GTCTAaSACATCTCCAACAAGAGGOGCAiaSGAC^ 

321 VYDISNKRRMGLTBYBAVKB 

1045 ATQTACGAaSGCATaSCroAACTGATCAAAATCGA^ 
341 MYDGIABLIKIEKSL* 

1105 TCTCGCGCTATCJ^ArTrrTTGTATrATTTATC 

1165 GGGGCXSAGGGCX^CACTAGTCAGCGGCCTTGAGCGGGGCCGC^^ 

1225 ATACTOTTTCWTAAAAGrATTGTCTATAAGGAAArGGAAAATAAA 

1285 GACAAAAAAA 
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ZEICHNUNGEN SEITE 4 

Nummor: de 100 41 541 A1 

ItlL a J: C07K WOO 

Offenloeungstag: 14. Msrz 2002 

Fig. 4 

1 ACAGQJMa«3TJ«3ACACACAAa6CCACCaCCATQQACGCQW 

MDAIKKKMQA 

61 ATGAA(X:TGGftGAAGGA 

IIMKLBKDNALDRAAMCBQQAK 

31DAWLRABKABBBARQL Q KK I 

'^*®*£^r''®^^<^''CTQ(»CCAGACGCAG6A(K}CGCTCAroca 
SIQTIBKDLDQTQEALMQVN A IC 

71I.BBKBKAI,QNABSEVAALNR 



::cGccAca 



301 OOTAyxaACTSCTBSAACftSGAC^^ 

SlRIQLLBBDJiBRSEERLAT A T 
361 GCCAAACTOTCCQAAGWCAGCa^^ 

xiiAKLSBASQAADB SBRARKVl 
421 <»SAAMG8ICAIT6aC^ 

131BNRSLADBBRMDALBHQLKE 

481 GCO^TTCCTTC^AGGAAGCC^^ 

541 AT(»Tr(aG<3CTGA 

l7iMVBA0r,BRABBRABSQBSKI 

III '^'^'^^T'^'^eGAAGA^^ 

isiVELBEELRVVGNNLKStaVS 
6S1 <»G<3ftGAA<WCCfiACCAftCerc^^ 

ailBBKANQRBBEyKllQiKTi,TT 

731 CGCCT3«AGGftGGCTGAGGCCC^ 

231R1,KEAEARABFABRSVQKLQ 
7B1 AM(»GGTOaCAGGCrrGA^ 

oifcBVpRLBDBLVABKBKYKOI 
841 GOTOACOaCCTO^^ 

</xwODl,DT?PVBLILKE* 

'"^ °°'°«™WGccTOrcccATaxm3a^ 

961 CaSCCAQCQATTOACATCWaaCAO^^ 
1021 TAAATCTATAfiTTTTATOOCGGTArPTATTTTCQA^ 
1081 TATTTAAAAAAA 
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ZEICHNUNGEN SEITE 5 ^ ^^041 541 A1 

IntaJ: C07K1WI 
OfFenlegungstag: 14. Mirz 2002 

Fig. 5 

1 GGTCQGTGC»CG^TGAAGACTQTCCTC3ATCTTAGCTGG^ 

1 MRTVLlhAQhVAhAAG 

AACACCTTCCCGOTATTO^TATGACaian^ 
NTFPVFRYDHVBTRK iTe^^ L 



61 
17 



121 TTACAGTAOCAGTCGAAAlTTCTGTCTCrr^ 
37LQYQSKPLSI.LBHVRQ1DYE 



181 
57 



GCGGAGTACTACAAAGTTGGCAAGGGTTACGACATCGTAGCC^^ 
AEYYKVGKGYDIVASrBNYS 

241 GACOkAGATGCAfiTCAGGGCGTTTGCTGGTCT^^ 
77DQDAVRAFAGLREIG F M^^^ 

^;?^'^^^^^CTACGACAGGCAGAGA^ 
2>7YTFSIFYDRQRBEAKIIYD L 

ITCTACAGOGCTAAAGATTTCGACACTTTCT^ 
FYSAKDLDTFYKTVAYGRIY 



261 
117 



481 
157 

541 
177 

601 
1S7 

661 
217 

721 
237 



137FirEYQFMYAFYAAI IQRSDT 
ACAGGAATCGTCTTACCaGCTCa 

TGIVLPAPYELY?EYPLNMY 
AOGATCO^^ 

TIQRMYRTQMQSGIFNEEVA 
ACTAACTATGGTATCTOGAAQATG^ 
SNYGIWKMDWWYYYYYMY S N 

CCClTCAiMTACAGAAATCAGGAGTACA^^ 

PLTYRMQEYRLSVLTEDIG W 
/^CTOTACIATTACTACTTCC^ 
NSYYYYFHNLMPPWGKGBDF 
781 ATOGOTATCTTCauiGG^ 

257 IQIFKERRGBFYYYFYQQLL 
111 '^T^'^t^t^^^^ 

277 SRYYLBRLSNGLQEIPDPSW 
111 ^^'^^S^^^T^^'^ 

-iSV HQPLRSGYYPAIYTSSAYPF 

ill ^^^S'^T^^ 

«'AQRPNYYYMGTEBNVDYIQP 

1021 OTKaTOCTCaGOAAAAGftGCTT^ 
JJ7I*DAQEKSFVQFi.QioQPK^p 

1081 AAAaj^TQTAGACTTC 
357 KQDVDFRMSKSINFVGNFWQ 

377 GNPDLYDKYQREVNYDDSYB 
X201 ATCATCGCTC^O^^ 
4»7 ^lARRVI.OAAPPTSDllYBPV 

417 S'SAI.DFYQTSLROPA PYMLY 
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2EICHNUNGEN SErre 6 Nummer: DE10041541A1 

Inta': C 07 K 10/00 

Offenlegungstag: 14. Marz 2002 

1321 AACAAGArCATGiUXrrACATTGTACAGTACAAGGA^ 
437 NKIMS yiVQYKBWLBPYDQB 

1381 GTACTTCACTACTCCGGTGTCAAGATCJAT^ 
457 VLHYSGVKZNDV$VONLrTF 

1441 TTCGAGTACTATOACTTCAAaSCCACCAATGCAGTTTTCTTAAO^^ 
477 PEYYDFNATNAVFLS0QEIQ 

1501 CAACAATATTCTTCATTCATCGTACGTCAACCGCGTTTGAACCA^^ 
497 QQYSSFIVRQPRLNHEPPSV 

1561 ACCATCGATGTTAAGTCTGACGTTGAGGCGGSU^CGTACTT 
517TIDVKSDVEAEAYFKIPVGP 

1G21 AAATATGATGQAGAAGGTCGCCCTCTTAGCTTXKW^ 
537 KYDG B 6RPLSLEDNWMNFVE 

1681 TTGOACriXSGTTCavCCa^CAAATTGACGTCAGGACAGAAC^^ 
SSTLDWFTHKLTSQQNKVERKSE 

1741 GAATTCTTCTTCTITAAAGASGACTCCGTCTC^ 
577 EFFPFKEDSVSMSKlyBLLK 

1801 CAGGGCCAQGTACCTGAAAGCATGTCCGAAGACrACGACTCTATGCC^^ 
597 QGQVPESMSEDYDSMPSRLM 

1861 TTGCCCAOAGGCACTCCGGGTGGTTTCCCTGTA^ 
617 IjPRGTPGGPPVQPFVFVYPY 

1521 OkAGCTCTCAGCAAAGAOCTAGAGGCTAT^^ 
637QAI.SKDLBAMKNIII.DNKP L 



1081 
657 G Y 



2041 TTTGAAGACGTCAATATCTACOkCAaAfiGCCCTCAATACCCCTGGl^^ 
677 FEDVN IYHRGPQYP WW SNOQ 

2101 TTCamnXSAATGAAGTACCTAGACAATAA^ 
697 PRLNEVPRQ* 

2161 ATTTAAAGCTAGTAGAACACTATAQTCACAATAAAATAAAAATTTTTATAGT 
2221 AAAAAAAAAA 
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2E.CHNUNGENSErTH7 DE10041841A1 

Inta7: C07K1WM 
Offenlegungstag: 14. MSrz 2002 

Fig. 6 

1 mUkCTGTTATTQCTCAGTQATAATAtaTTAim'ATTATATTGTC^^ 

61 TGCAAAATCATCATGAATTTCGCCGGTAAAGTTOXRATTGTAAOOGGTCC^ 

MNFAGKVVIVTGASSQ 

121 ATOGGAGOlGCTACAGCrGTClTCCTATCXauUCTAGGCGCTAAG^^ 
17IQAATAVFLSKL0AKI.SI. T 

IBl COTAMaTCQAGAATCTTAAGAAAGTTAGTCAGGATrocSAAAAATC 
37H1IV BIILKKVSQDCEKSTQTH 

241 TACATCGCC<XXX3ACTTAACCAAAGAAAAAGATATTQAAAATATCGTO 
STYIAADLTKBKDIBWIVKS T I 

301 <3ATAAATACGGCC3UiCTTQAa3TCCTG(^^ 

77DKYOQLDVLVNIIAGII. B T G S 
361 ATOTAAAACftCATpTOAGCCCaQT^ 

97 IBMTSLAQYDRLMWTKVR S X 
421 TATWCTTAACCATGOBQCMT^ 

ia7yYLTMLAVPai,LKTKaMIVK 
481 GTAtpafiTOTCAAT^ 

J.4/vssVNGlHSFPQVLAyHVSK 
541 TCATCTCTAJaTCaGTTTaCAAQAl^ 

601 GTTAATTClt^TOCAO^^ 

661 GACaG<»GrArGCAC^TTTCT^^ 

721 GGA^ACJGGA^ 

7B1 ATttCTGGAGCCAGTGTGCCTGTAGACGGTGGTCGCCATGCCATOTQT^^ 
237ITGASVPVDGGRHAMCPR* 

841 TraTAATAAAATACATGTTAATTTTTTTTTTACTATITACAAT^^ 

901 ITACAATGATCAAAmCTCTAAAACCTTTTGAATArPGTACAAT^ 

9S1 ATAQATEAAOTAAAAACGTTCATATACCTATAATTTGTGTCAT^ 

1021 CATATATPTIXniTATAACCTTGTTATTTTAAAAmUlAAAC^ 
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ZEICHNUNGEN SEPTt 11 



Nummer; DE10041541A1 
IntaJ: C07K1Qi/00 
Offenlegungstao: 14. Marz 2002 
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